Étude du métabolisme de médicaments induisant une réaction adverse chez l'homme by Defoy, Daniel
Université de Sherbrooke 
Étude du métabolisme de médicaments induisant une réaction adverse 
chez l'homme 
Par 
Daniel Defoy 
Département de Pharmacologie 
Mémoire présenté à la faculté de médecine en vue de l'obtention du grade de 
maître ès sciences (M. Se.) en Pharmacologie 
Sherbrooke, Québec, Canada 
Décembre 2010 
Évaluateurs : 
Klaus Klarskov Département de Pharmacologie 
Pierre Lavigne Département de Pharmacologie 
Pierre-Henri Vachon Département d'anatomie et biologie cellulaire 
© Daniel Defoy 2010 
Library and Archives 
Canada 
Published Héritage 
Branch 
Bibliothèque et 
Archives Canada 
Direction du 
Patrimoine de l'édition 
395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Yourfile Votre référence 
ISBN: 978-0-494-83749-8 
Our file Notre référence 
ISBN: 978-0-494-83749-8 
NOTICE: 
The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
télécommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 
AVIS: 
L'auteur a accordé une licence non exclusive 
permettant à la Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ou par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, électronique et/ou 
autres formats. 
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author*s permission. 
L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protégé cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 
Conformément à la loi canadienne sur la 
protection de la vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant. 
Canada 
ii 
Étude du métabolisme de médicaments induisant une réaction adverse 
chez l'homme 
Par 
Daniel Defoy 
Département de Pharmacologie 
Mémoire présenté à la faculté de médecine en vue de l'obtention du grade de 
maître ès sciences (M. Se.) en Pharmacologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, 
J1H5N4 
Les réactions adverses aux médicaments sont une série de réactions 
physiologiques indésirables, qui apparaissent suite à un traitement 
médicamenteux. Plusieurs hypothèses reconnues tentent d'expliquer les 
phénomènes sous-jacents à l'apparition d'une de ses réactions. Celles-ci sont 
généralement séparées selon les groupes simplifiés suivants : 
A) Interaction directe entre le médicament et le système immunitaire ; 
B) Interaction indirecte avec le système immunitaire, via la formation d'haptène ; 
C) Interaction indirecte avec le système immunitaire, via un signal de danger. 
Or, le métabolisme des médicaments est omniprésent dans les différentes 
hypothèses. Sans pour autant expliquer complètement tous les effets toxiques 
observés, plusieurs protéines pourraient ainsi être modifiées par des métabolites 
réactifs. Par contre, l'information recueillie jusqu'à maintenant est limitée et ne 
permet pas la compréhension du processus menant à la formation de métabolites 
réactifs, pas plus qu'à l'identification des protéines impliquées dans le stress 
cellulaire et l'activation du système immunitaire. 
Dans ce projet, nous avons choisi de concentrer nos efforts à trois niveaux : 
A) sur l'identification de cibles protéiques de l'acide tiénilique, un diurétique 
reconnu entre autres pour les hépatites qu'il induit; 
B)sur le développement et la caractérisation d'un analogue pouvant permettre la 
récupération et l'identification des cibles protéiques de la névirapine, un 
bloqueur de la transcriptase inverse dont l'administration peut provoquer des 
réactions adverses sévères ; 
C)et finalement sur l'identification d'un modèle cellulaire pour l'étude de 
l'agranulocytose. 
En effet, selon nous, une meilleure compréhension du métabolisme des 
médicaments et du phénomène menant à la modification protéique est 
souhaitable au développement de stratégies thérapeutiques plus sécuritaires. 
Mots clés : réactions adverses aux médicaments, agranulocytose, névirapine, 
identification protéique, métabolisme des médicaments 
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Partie 0 : Mise en contexte 
Chez l'humain, le système immunitaire est essentiel à la survie de l'organisme. 
Pour faire face aux différents envahisseurs, ce système doit être à la fois 
complexe, redondant et adaptatif. Sa complexité le rend difficile à contourner 
pour les envahisseurs. Sa redondance et son adaptabilité permettent quant à 
elles à certains individus de survivre, advenant une brèche dans la barrière de 
protection de la population. Ses qualités essentielles au système immunitaire 
rendent sa compréhension ardue. Par conséquent, il devient difficile de prévoir 
les réactions individuelles à une intervention spécifique. C'est en partie, ce qui 
explique pourquoi certains traitements pharmacologiques ont des effets 
inattendus ou indésirables. 
Les réactions indésirables peuvent être classées grossièrement en effets 
secondaires de type immédiat ou en réaction allergique. On parle de réactions 
indésirables, pour souligner les effets désagréables, nocifs ou mortels. 
Les coûts associés aux effets secondaires de type immédiats correspondaient à 
un peu plus de 4 millions de francs annuellement et représentaient 11,7 % des 
hospitalisations à Lausanne en 1998 (Livio et coll., 1998). Ces réactions 
indésirables sont assez bien décrites dans la littérature et sont souvent reliées à 
un surdosage et par conséquent, évitables. 
Cependant, les réactions allergiques impliquant une sollicitation du système 
immunitaire ou réaction idiosyncratique sont nettement plus complexes et par 
conséquent, moins bien comprises. Le tout, en partie dû au fait qu'elles 
apparaissent généralement une fois que le médicament est commercialisé et 
utilisé par un large éventail de la population. L'idiosyncrasie du grec lôioç (idios = 
« qui a un tempérament particulier »), oùv (syn= « avec »), et «KpâToq» (kratos= 
« force, vigueur ») qui décrit un comportement particulier, voire atypique, d'un 
individu face aux influences de divers agents extérieurs comme les médicaments. 
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(Wikipédia). Afin d'en faciliter la compréhension, trois hypothèses sont 
généralement admises. 
1.0.1 Une interaction pharmacologique (p-i concept) 
Quelques drogues incluant la carbamazépine, le lamotrigine et la 
sulfaméthoxazole pour ne nommer que celles-ci, sont reconnues pour leurs 
capacités in vitro à induire la prolifération des cellules T provenant de patients 
allergiques à ses drogues, le tout, en présence de cellules présentatrices 
d'antigène (Posadas et Pichler, 2007). L'activation des cellules T se ferait, sans 
que le médicament soit métabolisé ou lié à un peptide (figure 1.0.1). Cela 
suggère que l'induction des cellules T pourrait être du à une interaction non 
covalente, entre le récepteur des cellules T et le complexe majeur 
d'histocompatibilité (CMH) présent sur les cellules présentatrices d'antigène 
(Zanni et coll., 1998 ; Speeg et coll., 1985 ; Schnyder et coll., 1997). Pour l'instant, 
de telles observations n'ont jamais été démontrées clairement in vivo. 
D'autre part, le mécanisme décrit précédemment pourrait expliquer le 
phénomène impliqué dans l'allergie de contact qui apparaît suivant la 
réexposition à ces drogues. En revanche, toutes les facettes de la réaction 
idiosyncratique ne sont pas expliquées par cette hypothèse, et ce, entre autres 
parce que la majorité des médicaments possèdent une masse moléculaire 
inférieure à 1 kDa, poids qui est habituellement inférieur à celui requis pour 
activer le système immunitaire. 
Introduction 
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Activation 
Effets toxiques 
immunoallergiques 
Figure 1.0.1 : Processus idiosyncratique hypothèse de l'interaction pharmacologique 
* 
1.0.2 La formation d'haptène 
L'hypothèse de l'haptène est sans doute l'hypothèse la plus étudiée et la plus 
admise en matière de réaction adverse aux drogues (Zanni et coll., 1998). En 
1935, Lansteiner établissait la prémisse suivante : le médicament est incapable 
d'activer directement le système immunitaire. Dans la majorité des cas, la 
panacée doit être métabolisée en métabolite réactif, habituellement un composé 
électrophile ou un composé radicalaire, avant de réagir avec les protéines du 
corps. (Figure 1.0.2) 
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Effets toxiques 
immunoallergiques 
Figure 1.0.2 : Processus idiosyncratique hypothèse de l'haptène 
La première molécule répondant à cette règle à avoir été étudié en détail est la 
pénicilline. Il a été découvert que le cycle 0— lactame de la pénicilline pouvait 
réagir irréversiblement avec les aminés et les thiols libres présents dans les 
protéines, sans être métabolisé. Certains patients développeront alors une 
réponse immunitaire dirigée contre l'adduit entre la pénicilline et la protéine. Si 
une quantité suffisante d'anticorps de type IgE est produite, une réaction 
allergique sévère peut être observée (PARKER, 1963). 
Autrement, l'une des molécules les plus étudiées, qui représente un exemple 
classique de médicament impliqué dans la formation d'haptène, est l'halothane. 
Ce dernier est oxydé par les cytochromes P450 en un composé réactif, le 
trifluoroacetyl chloride (Njoku et coll., 1997). Celui-ci, se lierait à plusieurs 
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protéines du foie, dont la protéine disulfide isomérase ( Vergani et coll., 1980) et 
induirait chez certains patients, des hépatites et la production d'anticorps dirigé à 
la fois contre le trifluoroacetyl mais aussi, contre l'isomérase disulfide (Martin et 
coll., 1993). 
Cependant, l'halothane n'est pas le seul médicament pouvant induire des 
modifications protéiques et une production d'anticorps. Le dihydralazine et l'acide 
tiénilique en sont d'autres exemples (Zimmerman, 1999). L'acide tiénilique sera 
par ailleurs traité au sein de la Partie 1. 
Contrairement au modèle précédent, cette hypothèse respecte le dogme 
immunologique, ayant trait à la taille des molécules, mentionné plus tôt. De plus, 
une quantité croissante d'études montre qu'une fois métabolisé, un médicament 
est plus susceptible de réagir avec des peptides ou des protéines du corps. 
Toutefois, la production de métabolites réactifs et la modification de protéines ne 
sont pas gage de réaction adverse (Dekant et Vamvakas, 1993; Masubuchi et al., 
1996). Il s'avère donc important de trouver quelles protéines seraient plus 
susceptibles à de telles modifications et d'identifier quels seraient les métabolites 
réactifs les plus enclins à réagir. Ainsi, une étude plus approfondie dans 
l'identification des cibles et particulièrement dans la détermination de la structure 
des modifications est nécessaire pour améliorer de notre compréhension des 
mécanismes impliqués dans le déclenchement des réactions adverses. 
1.0.3 Le signal de danger 
En revanche, une question essentielle demeure relativement à l'hypothèse 
précédente : dans quelle proportion une protéine modifiée peut-elle activer le 
système immunitaire ? Depuis plusieurs années, il est reconnu que l'injection 
d'une protéine modifiée seule a un pouvoir limiter d'activation du système 
immunitaire. Pour contourner cette problématique, il est commun d'ajouter à 
l'adduit un adjuvant, ce qui a pour effet d'augmenter considérablement la réponse 
immunitaire (Fearon, 1997 ; Janeway et coll., 1989). Suite à ces observations, 
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Matzinger a conclu qu'il serait inutile pour un organisme de déclencher une 
réaction immunitaire pour chacune des substances étrangères identifiées, à 
moins que l'intégrité de l'organisme lui-même soit menacée. C'est en partie ce 
qui explique que nous tolérions la présence des bactéries de la flore intestinale et 
d'antigènes étrangers ou acquis avec l'âge, sans pour autant réagir contre eux. 
Selon cette hypothèse, il appartient au tissu endommagé de déclencher ou non la 
réponse immunitaire de même que le type de réponse souhaitée (Matzinger, 
2007). Ainsi, le tissu blessé produit un signal de danger qui stimule les cellules 
présentatrices d'antigène (CPA) à synthétiser les molécules co-stimulatrices, les 
glycoprotéines, etc. Lesquelles vont stimuler les cellules T à proliférer et se 
différencier et ainsi activer la réponse immunitaire. 
Plusieurs choses pourraient potentiellement déclencher un signal de danger. On 
peut facilement citer les molécules biologiques hydrophobes (protéines mal 
repliées, taxol, etc.) (Seong et Matzinger, 2004) et les protéines de stress tel que 
les protéines de choc thermique, alarmines (Schmitz et coll., 2005). Dans les 
cellules viables, ces molécules ont tendance à former des agrégats. En milieu 
aqueux, si les portions hydrophobes sont exposées, le corps l'interprète comme 
un indice de dommage cellulaire. 
Il semblerait aussi que comme pour les molécules exogènes, des molécules 
endogènes pourraient se lier au « toll like receptor » et servir de signal de danger 
(Matzinger, 2007). Ainsi, si l'hypothèse de danger s'avère exacte, les métabolites 
réactifs provenant des médicaments pourraient induire des dommages cellulaires 
et générer un signal de danger (Seong et Matzinger, 2004) (Figure 1.0.3). 
Par ailleurs, ces observations semblent identifier la capacité à former des 
métabolites réactifs, comme étant un déterminant majeur de la capacité d'une 
drogue à induire des dommages cellulaires et ainsi provoquer des réactions 
indésirables (Seguin et Uetrecht, 2003). Il s'avère donc essentiel d'étudier plus 
en profondeur comment les drogues et les métabolites peuvent induire un stress 
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cellulaire, quelle est la structure des métabolites et quelles structures 
moléculaires sont les plus assujetties à induire ces réactions. 
Enzyme d'activation 
Stress Effet Cytotoxicité 
csttulsirs génotoxiqu* directs 
Effets toxiques 
immunoallergiques 
Figure 1.0.3 : Processus idiosyncratique : hypothèse du danger 
Or, un élément essentiel demeure, les hypothèses proposées précédemment ne 
sont pas mutuellement exclusives. Ainsi, il n'est pas exclu qu'une modification 
protéique puisse induire le stress cellulaire. Par contre, l'information recueillie 
jusqu'à maintenant est limitée et ne permet pas l'identification des protéines 
impliquées dans le stress cellulaire et l'activation du système immunitaire. Or, il 
est important d'identifier les structures des métabolites réactifs potentiellement 
impliqués, pour être en mesure d'identifier les protéines ciblées et de connaître 
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quelles sont les fonctions cellulaires qui déclenchent une réponse immunitaire où 
il y a absence de reconnaissance entre le soi et le non-soi. 
1.0.4 Métabolisme hépatique des médicaments 
Auparavant, il est nécessaire de définir l'élément prépondérant à toutes les 
hypothèses : le métabolisme des médicaments. Par ce dernier, on fait référence 
au processus de biotransformation d'un médicament ayant pour objectif de 
nettoyer l'organisme par l'élimination des xénobiotiques. 
Via une réaction enzymatique, le médicament est converti en métabolites, ces 
derniers pourront être actifs ou inactifs sur le plan pharmacologique et ne sont 
pas nécessairement réactifs. Puisqu'un grand nombre de médicaments sont des 
composés hydrophobes, il est nécessaire de convertir ceux-ci en composés plus 
hydrophiles, ce qui facilitera leur élimination urinaire et biliaire (Jakoby et Ziegler, 
1990 ; TF et RA, 1987). 
Bien que le principal site de biotransformation soit situé au niveau hépatique, un 
métabolisme se fait aussi dans d'autres organes comme la peau, où l'on retrouve 
aussi des enzymes de la famille des P450 (Renton, 2001 ; Renton, 2004 ; Meyer 
et coll., 2007). Communément, on classe le métabolisme selon deux phases : les 
réactions de phase I et celles de phase II. 
1.0.5 Les réactions de phase i 
Cette première étape du métabolisme regroupe l'ensemble des réactions 
permettant de fonctionnaliser les médicaments. Au cours de cette étape, de 
nouvelles fonctions chimiques sont ajoutées sur les médicaments (-OH, NH2, 
COOH) rendant la molécule plus polaire. Les oxydations sont les réactions les 
plus fréquemment réalisées par les enzymes hépatiques. On peut également 
retrouver des réactions d'hydrolyse ou de réduction. Les réactions de phase 1 
sont principalement catalysées par un système multienzymatique de 
monooxygénase à fonction mixte comprenant entre autres le cytochrome P450. 
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1.0.6 Les réactions de phase II 
Cette seconde étape de détoxication rassemble des réactions biosynthétiques 
dites de conjugaison. Elles consistent à conjuguer au médicament une molécule 
endogène hydrophile. Elles peuvent être réalisées directement sur le médicament 
inchangé ou sur les métabolites générés lors de la phase I. Ces réactions 
augmentent la polarité du médicament, ce qui favorise l'élimination biliaire et 
facilite la clairance rénale. Les enzymes de phase II se distinguent entre elles par 
le type de molécules qu'elles associent aux médicaments. Ainsi, la conjugaison 
de l'acide glucuronique, du gluthatione, de sulfate inorganique ou de groupement 
N-acétyle, est catalysée respectivement par la glucuronyltransférase, les 
glutathion S-transférases, les sulfotransférases et les N-acétyle transférases. 
Bien que la plupart des réactions de phase I et II remplissent un rôle de 
détoxication et d'élimination, il arrive parfois que la biotransformation des 
xénobiotiques conduise à la formation de métabolites réactifs. (Figure 1.0.4) 
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Rx 
Activation 
Élimination 
Phase II : conjugaison 
Effet toxique 
immunoallergiques 
Phase I : 
Transformation, en 
molécules polaires 
Figure 1.0.4 : Schéma général du métabolisme des médicaments 
1.0.7 Modèle d'étude 
Par ailleurs, l'étude des réactions adverses impliquant le système immunitaire est 
particulièrement difficile en absence de modèle animal. En effet, la faible 
incidence, combinée à un diagnostic difficile et la difficulté à obtenir des 
échantillons biologiques, font de l'humain un très mauvais sujet d'étude. Ce qui 
impose l'utilisation des animaux, pour arriver à comprendre les mécanismes 
sous-jacents à ces réactions. Malheureusement, rares sont les occasions où il 
est possible d'avoir un seul modèle représentant bien toutes les facettes de la 
réaction, mais surtout, qui exprime les effets secondaires. Par surcroît, tout 
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comme pour l'humain, les effets toxiques immunoallergiques sont bien souvent 
idiosyncratiques chez l'animal aussi (Shenton et coll., 2004). Ainsi, s'il est 
possible de choisir le sujet d'étude afin de contourner ces restrictions, il est tout à 
notre avantage de le faire. C'est d'ailleurs ce qui nous avons fait pour la 
névirapine (Shenton et coll., 2003 ; Donker et coll., 1984). 
Dans les sections suivantes, je présenterai brièvement les différents 
médicaments étudiés durant ma maîtrise et démontrerai leur pertinence dans 
l'étude des réactions adverse chez l'homme. 
Partie 1 : Acide Tiénilique 
L'acide tiénilique ou ticrynafen est un médicament diurétique utilisé dans les 
années 80 pour le traitement de l'hypertension. Il a rapidement été retiré du 
marché, suite à l'apparition d'hépatite induite par le médicament (Manier et coll., 
1982). 
Par ailleurs, l'analyse de 340 cas cliniques a démontré le développement d'une 
réaction auto-immune et la présence d'anticorps qui seraient dirigés contre le 
LKM2 plus particulièrement contre le CYP450 2C9 non modifié (Beaune et coll., 
1987) ou encore envers un composant du réticulum endoplasmique. Ce qui 
pourrait être un marqueur spécifique de l'hépatite induite par le TA (Homberg et 
coll., 1985). 
Par des études in vitro sur des microsomes hépatiques (Dansette et coll., 1990 ; 
Neau et coll., 1990), il a été découvert que le TA agissait comme inhibiteur 
suicide, au niveau du cytochrome P450 responsable de son métabolisme. En 
effet, lors de la réaction métabolique, le TA serait hydroxylé en position 5' du 
noyau thiophène et converti en sulfoxide de thiophène, un composé fortement 
électrophile (Lopez Garcia et coll., 1993). Par une réaction suivant l'équation de 
Michaelis-Mentes, il y aurait alkylation d'un groupement thiol au sein de l'enzyme 
ou de protéines hépatiques. Il s'en suit une perte d'une molécule d'eau qui 
Introduction 
21 
restaure le noyau thiophène et provoque une liaison covalente entre le TA et sa 
cible (Mansuy et coll., 1984) (figure 1.1.1). 
Par une approche protéomique, notre laboratoire a fait ressortir une liste des 
cibles potentielles du TA (Methogo et coll., 2007). Dans ce projet, nous avons 
marqué le TA avec une biotine (figure 1.1.2) ce qui devrait nous permettre 
d'exclure les protéines non marquées et ainsi de n'identifier que celles qui 
pourraient être modifiées. L'objectif de ces expériences est de confirmer la 
présence de protéines modifiées par le TA dans les microsomes de foie, 
d'identifier plus précisément la cible protéique ainsi que déterminer 
spécifiquement le site de liaison. 
OH OH OH OH 
HO 
Métabilites réactifs 
Destruction des hépatocytes 
Apparition des anticorps 
dirigé contre le P450 2C9 
Liaison au P450 2C9 Alkylation de protéines 
Figure 1.1.1 : Schéma général du métabolisme du TA et mécanisme 
d'inactivation du CYP450 2C9 
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Figure 1.1.2 : Structure de l'acide tiénilique marqué avec une biotine 
Partie 2 : Névirapine 
La Névirapine (NVP) a été découverte par Hargrave et ses collaborateurs de 
chez Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals Inc. au début des années 1990 
(Hargrave et coll., 1991). C'est le premier médicament de la famille des 
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) à avoir été 
approuvé par la FDA. 
Ce médicament est utilisé dans le cadre d'un traitement contre le virus de 
l'immunodéficience humaine et est commercialisé sous le nom ViramuneMD. La 
NVP se lie de façon allostérique à la transcriptase inverse pour ainsi l'inhiber 
(Hargrave et coll., 1991). Par cette inhibition, elle empêche le virus de transcrire 
son ARN en ADN, ce qui bloque la réplication virale et permet de diminuer la 
concentration des particules virales dans le sang spécifiquement pour le VIH de 
type 1 (Proudfoot et coll., 1995). 
Puisque la structure de la pochette enzymatique du virus de type 2 est différente, 
la NVP n'est pas efficace pour l'inhiber (Ren et coll., 2002). Qui plus est, une 
résistance au traitement peut se développer rapidement lorsque la NVP est 
utilisée seule (Montaner et coll., 1998). 
Utiliser en trithérapie, en combinaison avec un INTI comme la zidovudine (AZT), 
la didanosine (ddl) ou la zaicitabine (ddC) et un analogue nucléotidique comme le 
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ténofovir, il a été démontré que le produit permet de contrôler l'infection par le 
VIH-1 (Montaner et coll., 1998). 
Par ailleurs, une dose unique de NVP administrée à la fois à une mère 
séropositive et à son enfant réduit de près de 50 % la transmission du VIH par 
rapport à un traitement court à l'AZT (Guay et œil., 1999 ; Lallemant et coll., 
2004). Ces études et d'autres ont amené l'Organisation Mondiale de la Santé à 
endosser l'utilisation de la NVP en dose unique comme étant une méthode 
efficace et économique pour réduire la transmission du virus entre la mère et son 
enfant durant l'allaitement. 
Par contre, d'autres études ont observé l'apparition de mutant résistant à la 
névirapine et potentiellement à tous les médicaments de la classe des INNTI tant 
chez la fois que chez la mère et l'enfant après une seule dose de NVP (Johnson 
et œil., 2005). 
Qui plus est, la NVP est aussi reconnue pour provoquer des réactions adverses 
chez 13 % des patients traités. Le tiers de ces réactions pourraient dégénérer en 
des cas plus sévères, certaines pourraient nécessité des soins de longue durée 
et pour la majorité, une interruption permanente du traitement avec la NVP 
(Pollard et coll., 1998). D'ailleurs, des données récentes compilées par 
Boehringer-lngelheim indiquent que 8.6 % patients traité avec la NVP 
développeraient des allergies cutanées légères à modérés, se manifestant 
comme une éruption cutanée et des démangeaisons. Par surcroît, 20 % de 
celles-ci deviendraient plus sévères. Ainsi, 0,3 % des patients iraient même 
jusqu'à développer un SSJ, caractérisé par de la fièvre, une atteinte simultanée 
de plusieurs muqueuses, la destruction par nécrose de la couche superficielle de 
la peau, l'atteinte de certains organes internes, des myalgies et un méléna 
(Pollard et œil., 1998). En plus, dans les cas encore plus graves, on note 
l'apparition du syndrome de Lyell (nécrolyse épidermique toxique), un état 
dermatologique potentiellement létal entraînant une réaction du système 
immunitaire et aboutissant à la nécrose des kératinocytes ( Warren et œil., 1998). 
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Par ailleurs, lors des essais cliniques, une toxicité hépatique a été observée chez 
1 % des candidats séropositifs soumis au traitement (Pollard et coll., 1998). En 
fait, suite à la mise en marché du composé, l'incidence de toxicité hépatique s'est 
avérée être beaucoup plus forte que celle observée au départ (Piliero et Purdy, 
2001). Actuellement, selon Boehringer-lngelheim, l'incidence de toxicité 
hépatique due à la NVP serait de 2.8 %. 
Par ailleurs, on rapporte aussi des réactions adverses liées à la NVP, chez des 
individus non infectés par le VIH, mais ayant eu recours à la NVP pour prévenir 
d'éventuelles infections suite à une exposition au virus (Johnson et Baraboutis, 
2000; Nwokolo et Hawkins, 2001). Ainsi, les réactions adverses à la NVP ne sont 
pas exclusivement réservées aux individus infectés par le VIH. 
Le métabolisme de la NVP a été largement étudié dans différentes espèces, ce 
qui a mené à une étude du processus par lequel la NVP provoque une réaction 
adverse (Popovic et coll., 2006 ; Riska et coll., 1999). Chez l'humain et le rat, le 
médicament est absorbé rapidement et a un volume de distribution très large. 
Dans les deux espèces, il est oxydé en de nombreux métabolites (figure 1.2.1 ). 
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O 
HO 
HO A • A 
2-OH-NVP 8-OH-NVP 
métabolites inconnus 
Figure 1.2.1 : Structure chimique de la NVP et de ses différents métabolites 
selon la voie métabolique empruntée. En rouge, le métabolisme hépatique, en 
orange le métabolisme rénal. 
La littérature actuelle propose que suite à la formation du 12-OHNVP par les 
enzymes hépatiques, celui-ci soit sulfaté au niveau de la peau par les 
sulfotransférases. Cette intermédiaire étant instable, il se dégraderait 
spontanément en quinone méthide, un composé très réactif (Rokita, 2009 ; 
Popovic et coll., 2006) (figure 1.2.2). Lequel pourrait former un conjugué avec le 
glutathion (Wen et coll., 2009). Notre laboratoire a démontré qu'il est possible de 
capter ce conjugué in vitro, par une incubation du médicament avec des 
microsomes humains ou de rats Sprague Dawley mâles (Klarskov et coll., 2009). 
Par ailleurs, en utilisant un petit peptide (FHAKA), nous avons récemment été en 
mesure de capter un métabolite réactif de la NVP, lier sur la lysine du peptide 
capteur ; observation laissant présager une possible liaison entre une protéine et 
un métabolite de la NVP. 
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NVP 12-OH-NVP quinooe môthyde 
Figure 1.2.1 : Schéma théorique pouvant expliquer l'activation de la NVP en un 
métabolite réactif. 
En outre, les études exhaustives des réactions adverses induites par la NVP ont 
permis d'identifier un modèle animal adéquat pour l'étude des réactions adverses 
induites par ce médicament (Donker et œil., 1984 ; Shenton et coll., 2003). En 
effet, chez cette espèce de rat, le Brown Norway, la femelle développe des 
symptômes comparables à ceux observés chez l'humain, mais dans une 
incidence beaucoup plus forte, soit 100 % des animaux traités, tandis que le mâle 
de la même espèce ne présente aucun symptôme (Chen et coll., 2008). Ainsi, 
toutes les rates exposées à la NVP développeront une réaction cutanée, 2-3 
semaines suivant le début du traitement. 
Par contre, tant chez l'humain que chez l'animal, une tolérance au médicament 
peut être observée si une dose quotidienne plus faible est administrée (Shenton 
et coll., 2003 ; Patel et coll., 2004 ; Walubo et coll., 2006). Ainsi, les effets 
secondaires normalement observés n'apparaissent plus. 
Par ailleurs, lorsqu'un animal est retiré du traitement pour plusieurs semaines et 
est exposé à nouveau à la NVP, la réapparition des symptômes ne prend que 24 
heures. De plus, cette sensibilité accrue à la NVP peut être tFansmise à un autre 
individu naïf. En effet, si l'on injecte des cellules provenant de la rate d'un individu 
sensibilisé à un individu naïf, la rate ayant reçu les cellules développera une 
réaction dans un délai de 24 heures suivant l'exposition à la NVP (Shenton et 
coll., 2005). Ainsi, tout porte à croire que la réaction adverse induite par la NVP 
impliquerait le système immunitaire. Également, les ressemblances observées au 
niveau des réactions adverses chez la rate Brown Norway et l'humain sont 
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suffisamment importantes pour permettre l'utilisation de celle-ci pour étudier les 
réactions adverses cutanées induites par la NVP. 
D'autre part, certains essais chez le rat ont démontré que le cyclopropane 
présent sur la NVP était de moindre importance dans l'apparition de la réaction 
adverse. En effet, en remplacent celui-ci par une chaîne linéaire, soit un 
groupement éthyle, la progression de la réaction adverse est semblable à celle 
que l'on observerait avec la NVP. À l'opposé, lorsque traitent les rates avec le 12-
OH-NVP, une quantité moindre de composé est nécessaire pour induire les effets 
secondaires, soit le tiers de la dose (Chen et coll., 2008). Ce qui confirme son 
importance dans la réaction adverse (Ivetac et McCammon, 2009). 
Nous pensons qu'il est possible qu'une liaison covalente ait lieu entre la NVP et 
une protéine de la peau, provoquant du même coup la réaction adverse. Ainsi, 
pour étudier les effets adverses de ce médicament, nous avons choisi de 
développer un analogue à la NVP. Par contre, pour être utile celui-ci doit 
répondre aux critères suivants : 
1) L'administration du composé doit se faire de manière comparable à celle de la 
NVP, par conséquent par voie orale. 
2) Le composé doit se comporter de manière semblable à la NVP. Ainsi, l'analyse 
métabolique devra démontrer que le patron d'oxydation est comparable à celui 
de la NVP et dans un contexte d'essai in vivo, la réaction adverse devra avoir 
lieu pour les deux composés. 
3) L'oxydation en position 12 devra demeurer possible, puisqu'elle est 
potentiellement impliquée dans la réaction. 
4) Le composé doit posséder un groupement permettant de le récupérer in vitro. 
Une stratégie basée sur la « click chemistry » a été utilisée. Cette dernière 
consiste à lier un azoture à une fonction alcyne terminale dans une réaction 
catalysée par le cuivre (Kolb et coll., 2001 ; Speers et coll., 2003 ; Speers et 
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C/avatt, 2004). Dans ce contexte, une des fonctions est ajoutée au 
médicament à étudier et la seconde est ajoutée à un groupement comme la 
biotine, qui permettra de récupérer le médicament et un fluorochrome comme 
la rhodamine permettant de le détecter. 
Ainsi, notre méthode devrait permettre d'identifier le/les métabolite(s) réactif(s) et 
les protéines liées de façons covalentes au médicament et potentiellement 
impliquées dans la réaction adverse. 
Partie 3 : Essai cellulaire In vitro 
Par contre, l'utilisation d'animaux pour l'étude de l'agranulocytose induite par les 
médicaments est impossible actuellement, puisqu'il n'y a aucun modèle 
disponible. Pour contourner cette problématique, nous avons opté pour des 
études in vitro et l'utilisation de neutrophiles humains. Cette solution de 
remplacement se justifie par la prérogative que lorsque le médicament induit 
l'agranulocytose, un des signes qui apparait dans les premières semaines de 
traitement, est une perte importante de neutrophiles. Au cours de ma maitrise, j'ai 
étudié quatre médicaments ayant des structures chimiques semblables, ainsi que 
deux ayant des structures différentes, mais des effets secondaires comparables 
chez l'homme. (Figure 1.3.1) 
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Clozapine Loxapine Amoxapine Olarizapine 
HO 
Carbamazepine Amodiaquine 
Figure 1.3.1 : Structure chimique des différents médicaments induisant 
l'agranulocytose étudiés 
Par ailleurs, pour permettre l'étude de l'influence des médicaments sur la 
prolifération des neutrophiles, des lignées immortalisées ont été utilisées. Soit la 
lignée HL60, une leucémie myéloïde précoce, ayant la capacité de se différentier 
(Gallagher et coll., 1979), la lignée jurkat, une leucémie de cellules T (Gillis et 
Watson, 1980), et la lignée PLB, une leucémie myéloïde (Tucker et coll., 1987). 
1.3.1 Amodiaquine 
L'amodiaquine, commercialisé sous le nom Camoquin et Flavoquine est un 
médicament de la famille des chloroquines qui inhibe une histamine N-
methyltransférase et est utilisé dans le traitement de la malaria et comme agent 
anti-inflammatoire (McMahon, 1979). 
Néanmoins, suite à la mise en marché, des réactions adverses ont été 
remarquées, celles-ci comprennent des dommages au niveau du foie entraînant 
des hépatites et de l'agranulocytose. Dans ce projet, nous avons concentré nos 
efforts sur l'agranulocytose (Neftel et coll., 1986 ; Christie et coll., 1989 ; Woodtli 
et œil., 1986). 
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1.3.2 Amoxapine 
L'amoxapine a été commercialisé sous de nombreux noms (Asendin, Asendis, 
Defanyl, Demolox, Moxadil). Il fait partie de la classe des dibenzoxapines et est 
utilisé comme antidépresseur. 
En revanche, le 7-hydroxyamoxapine, un des métabolites majeurs du 
médicament est reconnu pour bloquer les récepteurs dopaminergiques. Ce 
blocage peut induire l'apparition du syndrome malin des neuroleptiques, une 
réaction grave, touchant environ 1 % des patients et pouvant nécessiter des 
soins permanents {Lydiard et Gelenberg, 1981). L'amoxapine est aussi reconnue 
pour avoir ses effets extrapyramidaux, dont entre autres, la dyskinésie tardive 
(Kumlien et Lundberg, 2010; Hayes et Kristoff, 1986). De plus, tout comme pour 
l'amodiaquine, on rapporte dans la littérature certains cas d'agranulocytose pour 
l'amoxapine. C'est justement sur cet aspect que nous nous sommes attardés 
(Andrès et coll., 2004). 
1.3.3 Carbamazépine 
La carbamazépine est utilisée comme anticonvulsant dans le traitement de 
l'épilepsie et comme stabilisateur d'humeur dans le trouble bipolaire. 
Parmi les effets secondaires les plus communs associés à un traitement à la 
carbamazépine, on retrouve l'agitation, la confusion, le vertige et des migraines. 
Par ailleurs, ce médicament peut aussi inclure de l'arythmie cardiaque, une vision 
embrouillée ou double et la perte de cellules sanguines incluant des plaquettes et 
dans de rare cas de l'anémie. Ces problèmes se règlent généralement en 
modifiant la posologie {Carbamazepine.com, 2009). 
De plus, il est cité dans la littérature que la carbamazépine puisse engendrer une 
réaction cutanée aiguë comme le syndrome de Stevens Johnson chez certains 
patients Asiatiques exprimant l'allèle HLA-B*1502. Il est aussi signalé l'apparition 
du syndrome de Lyel (Mutina et Khramtsova, 1976), de dommages hépatiques 
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incluant des hépatites (Usai et coll., 2009) et une possible agranulocytose 
(Flanagan et Dunk, 2008). 
1.3.4 Clozapine 
La clozapine est commercialisée sous de nombreux noms (Clozaril, Azaleptin, 
Leponex, Fazaclo, Froidir; Denzapine). C'est un médicament antipsychotique de 
la classe des dibenzazepines qui a été utilisé principalement pour le traitement 
de la schizophrénie. C'est le premier antipsychotique atypique à avoir été mis sur 
le marché en 1971. 
Par contre, les compagnies l'ont rapidement retiré en 1975 suite à l'apparition de 
nombreux cas d'agranulocytose. Par ailleurs, en 1989, des études ont démontré 
que la clozapine avait une efficacité supérieure aux autres antipsychotiques 
offerts et son utilisation a de nouveau été approuvée, mais uniquement chez les 
sujets résistant aux autres traitements. 
De plus, comme les autres médicaments de cette classe, la clozapine est 
associée à plusieurs effets secondaires, la majorité sont mineurs, constipation, 
raideur musculaire, hyperglycémie pour ne nommer que ceux-ci. Mais certains 
sont plus sérieux et peuvent provoquer la mort. Comme dans le cas de la toxicité 
cardiaque pouvant induire une myocardite ou l'agranulocytose (Flanagan et 
Dunk, 2008). 
1.3.5 Loxapine 
La loxapine, commercialisée sous le nom Loxapac et Loxitane, est un 
médicament antipsychotique de la classe des dibenzazepines, utilisé 
principalement dans le traitement de la schizophrénie. Sa structure ressemble à 
celle de la clozapine, sans pour autant induire les mêmes effets secondaires 
(Lehmann et coll., 1981). La loxapine représente donc un bon contrôle négatif. 
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1.3.6 Olanzapine 
L'olanzapine commercialisé sous les noms Zyprexa, Zalasta, Zolafren, Olzapin, 
Rexapin ou Zypadhera, est un médicament antipsychotique atypique utilisé dans 
le traitement de la schizophrénie et le trouble bipolaire. 
Comme la carbamazépine, il peut être associé à des effets secondaires mineurs 
qui sont généralement dépendants de la dose, mais peut aussi être associé à de 
l'agranulocytose (Flanagan etDunk, 2008). 
Les processus menant à l'agranulocytose induite par les médicaments ont été 
explorés avec la clozapine par des expérimentations sur des neutrophiles 
humains ( Williams et coll., 1997 ; Gardner et coll., 1998a). Il semble que deux 
processus distincts soient présents, l'un étant dépendant de la dose et le second 
non. Ce dernier n'apparait qu'à une concentration plus élevée du composé. 
Certaines observations indiquent qu'une liaison entre le médicament et une 
molécule de surface cellulaire pourrait avoir lieu (Williams et coll., 2000). Des 
expériences menées dans notre laboratoire démontrent en effet que par une 
incubation microsomale, il est possible de former des métabolites réactifs de la 
clozapine et d'autres médicaments ayant des structures chimiques similaires, 
métabolites qui sont par la suite captés par le GSH (Klarskov et coll., 2009). 
Ainsi, bien que les systèmes d'activation des drogues soient différents dans les 
études sur les neutrophiles et celles-ci, il est possible que les médicaments 
puissent se lier à différentes molécules de surfaces. 
Notre objectif consistait donc à optimiser le système d'induction de 
l'agranulocytose, développé ailleurs sur des neutrophiles (Gardner et coll., 
1998 b) et dans des lignées cellulaires stables (Pereira et Dean, 2006). Nous 
avons effectué les expériences tant sur des neutrophiles que sur 3 lignées 
cellulaires stables, dans le but de trouver un modèle cellulaire pouvant permettre 
une étude plus approfondie du processus par lequel ces médicaments induisent 
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Pagranulocytose. Ce qui permettrait ensuite d'identifier les molécules ciblées par 
ces médicaments. 
Nous avons choisi d'utiliser trois médicaments ayant des structures chimiques 
semblables à celle de la clozapine. En effet, les effets doses dépendants 
semblent être accélérés par la formation d'un ion nitronium ( Williams et coll., 
1997). Ainsi, l'utilisation de composé ayant des structures semblables (Uetrecht 
et coll., 1997) devrait nous permettre de mieux cibler l'étude du processus 
d'agranulocytose et de comparer celui qui semble être dépendant de la dose, à 
celui qui ne l'est pas. 
Par ailleurs, nous avons aussi choisi d'utiliser deux autres composés dans le 
cadre de nos recherches. La carbamazépine est reconnue dans la littérature 
comme étant un composé pouvant potentiellement induire l'agranulocytose 
{Flanagan et Dunk, 2008), pourtant, nous n'avons pas observé cet effet lors de 
nos expériences préliminaires et avons choisi d'utiliser ce composé comme 
contrôle négatif pour la suite des manipulations. 
Quant à l'amodiaquine, il est lui aussi reconnu comme un composé pouvant 
provoquer l'agranulocytose (Neftel et coll., 1986), par contre, très peu 
d'informations sont à ce jour disponibles quant au processus par lequel ce 
médicament induit l'agranulocytose, mais certaines observations indiquent 
qu'une liaison protéique pourrait avoir lieu (Christie et coll., 1989). 
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Partie 1 : Acide Tlenilique 
Figure 2.1.1 : Organisation des étapes en vue de l'identification de protéines 
modifiées. 
2.1.1 Incubation microsomale avec le conjugué TA-biotine 
La solution de TA-biotine (15(iL, 2mM dans l'ACN) a été ajoutée à une 
suspension microsomale (Celsis International) (250 uL, 10mg/mL) et placée à 
37°C pour 3 minutes. 
Une solution fraîchement préparée de NADPH (Roche) (60^L, 100mM dans du 
tampon phosphate 0,1 M pH : 7.4, 1mM EDTA) a été ajoutée au mélange et la 
réaction a été replacée à 37°C sous agitation pour une incubation de 30 minutes. 
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La réaction a été arrêtée par l'ajout NH4HCO3 (300iiL, 100mM pH : 7,4) et les 
échantillons ont été placé à -20°C en vue des étapes subséquentes. Le contrôle 
négatif ne contient pas de conjugués, mais a été soumis aux mêmes conditions 
d'incubation. Chacune des incubations a été effectuée en duplicata. 
2.1.2 Digestion en solution de l'ensemble des protéines microsomales 
Deux incubations de l'étape 2.1.1 ont été décongelées, le contrôle et la réaction 
avec le conjugué. De la trypsine (Promega) (ratio enzymeiprotéine de 1:50) 
fraîchement resuspendue a été ajoutée et la suspension a été placée à 37°C 
durant 18 heures. Aucune réduction ou acétylation n'a été effectuée de manière à 
ne pas perturber l'activité de la NeutrAvidin (Pierce), utilisée à l'étape suivante. 
2.1.3 Récupération des protéines modifiées par colonne d'affinité 
Deux incubations de l'étape 2.1.1 ou celle de l'étape 2.1.2 ont été utilisées. Une 
suspension de NeutrAvidin (2mL) a été ajoutée à chacune des fractions qui ont 
été agitées vigoureusement durant 2 heures à température de la pièce. 
Les protéines non liées à la résine ont été éliminées par centrifugation (2 minutes 
à 13 000 tours/minute) suivie par des lavages successifs des billes de 
NeutrAvidin, 3 fois 1mL de 100mM NH4HCO3 pH : 7,4 et 2 fois 1mL d'eau 
entrecoupée par une centrifugation des billes. Le surnageant étant éliminé entre 
chacun des lavages. 
Les protéines liées ont été libérées des billes par dénaturation complète de 
l'avidin. Une solution d'élution (1mL, 6M urée, 2M thiourée, 30mM biotine, 2 % 
SDS dans du PBS 1X à pH : 12) a été ajoutée au culot de billes et suivie d'une 
incubation de 15 minutes à température de la pièce et 15 minutes à 96°C. La 
réaction a été arrêtée par centrifugation, le surnageant a été récupéré et évaporé 
par centrifugation a pression réduite. 
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2.1.4 Analyse nLC-MSMS 
Les différents échantillons sont d'abord resuspendus dans 15pL de solvant A 
(1 % ACN, 1 % isopropanol, 0,1 % acide formique, 97,9 % eau). Les analyse nLC 
-ESI-MS ont été effectué sur un spectromètre de masse Q-TOF-2 (Waters/ 
Micromass Corp.) couplé en série à une pompe CapLC (Waters Corp.) équipée 
de trois pompes seringues indépendantes, d'un auto injecteur, d'une valve à 10 
ports et d'une pré-colonne (100 |im I.D x 15 mm). Les séparations ont été 
effectuées sur une colonne capillaire de 75nm I.D x 7 cm. Les deux colonnes ont 
été remplies avec la résine à phase inverse Microsorb C18 (Varian Inc., 
Mississuaga, ON). La phase mobile utilisée pour éluer les métabolites, est 
constituée du Solvant A (98 % d'eau contenant 1 % ACN, 1 % 2-propanol et 
0.2 % d'acide formique) et du Solvant B (80 % ACN contenant 10 % 2-propanol 
et 0.2 % d'acide formique). Le débit utilisé était de 0.25 uL/min avec un gradient 
linéaire passant de 0 % à 60 % de solvant B sur une période 40 min, à 90 % sur 
une période de 7 min et à 10 % sur 8 min. 
2.1.5 Identification des protéines modifiées 
L'identification des protéines a été effectuée par la recherche dans l'une des 
banques de données suivantes : THE GPM (http://Www.thegpm.org) ou 
MASCOT algorithme (http://www.matrixscience.com), des peptides présents dans 
l'échantillon et ayant subit une fragmentation MSMS lors de l'analyse. La dernière 
version des banques de données protéomique NCBI et Swiss-Prot a été utilisée. 
La liste des masses présentes dans l'échantillon a été préparée en utilisant le 
logiciel MassLynx 3.5 qui transforme les spectres MSMS obtenus par le QTOF-2 
de manière standardisée en un fichier texte utilisable pour la banque de données. 
La recherche a été effectuée en considérant une erreur sur les masses obtenues 
de 100 ppm. Nous avons en plus considéré que la digestion protéolytique puisse 
être incomplète en permettant jusqu'à 2 sites de clivage non effectué. Lorsque 
les protéines ont été réduites et carbaminomethylées, ses modifications 
permanentes sont inscrites dans le moteur de recherche, ainsi qu'une oxydation 
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potentielle des méthionines libres. Par ailleurs, pour minimiser les faux positifs 
dus à des séquenœs peptidiques conservées, l'espèce utilisée pour les 
expériences était précisée dans le moteur de recherche. Les paramètres de 
recherche par défauts du logiciel ont été utilisés. 
2.1.6 Séparation des protéines modifiées sur gel d'acrylamide 
Les échantillons sont resuspendus dans un volume minimal de tampon de 
chargement (50 mM Tris-HCI ; pH 6.8, 2 % SDS, 10 % Glycerol, 1 % p-
Mercaptoethanol, 12.5 mM EDTA, 0.02 % Bromophenol Blue). La séparation par 
électrophorèse s'effectue sur un gel de 7 % d'acrylamide à l'aide du système 
Critérion de chez BioRad. La migration s'effectue à intensité constante 80mA/gel, 
15W total et 250V. 
Suite à la migration, le gel est soit coloré ou alors, les protéines sont transférées 
sur membrane de PVDF. 
2.1.7 Coloration du gel et digestion trypsique des protéines dans le gel 
Suite à la migration, le gel est placé dans une solution de 7,5 % d'acide acétique 
glacial dans l'eau contenant du Sypro Orange™ (Sigma) afin d'obtenir une 
dilution de 1:5000. Le tout est conservé dans le noir, sous agitation légère pour la 
nuit. 
Les protéines sont observées au moyen d'un Gel Doc émettant des rayons 
ultraviolets. Les bandes d'intérêts sont alors excisées du gel et placées 
séparément dans des microtubes de 500|iL en vue de la digestion enzymatique. 
Le pH des différentes bandes est d'abord neutralisé par l'ajout de 400|iL de 
100mM NH4HCO3 pH 7.4. Après 15 minutes, la solution est éliminée. 
Les protéines sont ancrées dans le gel, lorsque ce dernier est déshydraté par 
l'ajout de 400|iL de ACN. Après 15 minutes sous agitation, la solution est 
éliminée. 
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Les ponts disulfures sont ensuite réduits par l'ajout de 50uL d'une solution de 
DTT (5mg/mL dans du 200mM NH4HCO3 pH 7,4). Les échantillons sont alors 
incubés à 37°C durant 45 minutes. 
On remplace la solution de DTT par 70nL d'une solution contenant de 
l'iodoacétamine (25mg/mL dans du 200mM NH4HCO3 pH 7,4). Permettant la 
carbaminométhylation des protéines. Les échantillons sont alors maintenus dans 
le noir à température de la pièce pour 30 minutes. 
La solution d'iodoacétamine est remplacée par 400|iL d'une solution d'ACN et de 
200mM NH4HCO3 pH 7,4 en proportion 1:1. Les échantillons sont placés sous 
agitation vigoureuse pour 30 minutes avant d'éliminer le surnageant. Les 
échantillons sont séchés par centrifugation à pression réduite durant environ 2 
minutes. 
Les morceaux de gel sont réhydratés par l'ajout de 25|iL de trypsine (50ng/uL 
dans une solution de 60 % 100mM NH4HCO3 pH 7,4, 40 % DMF). Après 15 
minutes l'excédant de solvant est retiré, puis on ajoute 50jiL d'une solution de 
80 % 50mM NH4HCO3 pH 7,4, 20 % DMF avant de placer les échantillons à 37°C 
et laisser réagir durant 18 heures. 
Par la suite, les échantillons sont centrifugés 5 minutes à 13 000 tours/minute, 
placés aux ultrasons durant 15 minutes et centrifugés à nouveau durant 5 
minutes. On broie les gels et acidifie les échantillons par l'ajout de 5pL d'une 
solution de 10 % d'acide formique, pour ensuite replacer les échantillons aux 
ultrasons pour un autre 15 minutes et centrifugés à nouveau. 
Le surnageant a été prélevé et les échantillons ont soit été placés dans des tubes 
à nLC-MSMS ou concentrés puis soumis à l'étape décrite en 2.1.3. Pour éviter 
que les peptides n'adhèrent aux parois des tubes en verre, 1 \iL d'une solution 
d'urée à 10 % w/w est ajouté au surnageant, avant que celui-ci ne soit évaporé 
complètement par centrifugation à pression réduite. 
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2.1.8 Transfert Western et immunobuvardage 
Le transfert des protéines sur membrane de PVDF s'effectue à l'aide d'un 
système semi-sec de BioRad. Il s'effectue à une intensité constante, soit 0,8mA/ 
cm2 de membrane, 7W et 25V durant 55 minutes. 
Suite au transfert, la membrane est colorée et bloquée simultanément par une 
coloration à l'encre de chine (0,5 % Tween, 0,1 % fount india, 1 % acide acétique 
glacial dans du PBS) durant 1 heure. On lave ensuite la membrane 3 fois au 
TBST 1X (0,1 % de Tween, 150mM de NaCI, 10mM de tris, pH : 7,6) avant de 
l'incuber pour la nuit dans une solution de TBST 1X contenant de la streptavidin-
HRP (1:100 000) (BDdiagnostic). 
Après quoi, la membrane est lavée 3 fois au TBST 1X avant d'être mis en 
présence du réactif ECL(BDdiagnostic) et révélé à l'aide de film radiographique. 
Une correspondance entre les bandes de protéines modifiées est établie tant au 
niveau du gel que de la membrane. Les bandes d'intérêts sont excisées avant 
d'être digérées. 
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Partie 2 : Névirapine 
2.2.1 Synthèse de la névirapine alcyne (Bernard et coll., 2009) 
Pyridine 
THF 
98% fT Cl CI' n 
Xylène 
relux 
80% 
H 0 
Cl NaHMDS 
J • 
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100% 
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Figure 2.2.1 : Schématisation des étapes de synthèse du NVP-Alcyne 
2.2.1.1 Amide4 
L'acide 1 (20.5 g, 130 mmol) a été mis à reflux dans du SOCI2 (50 ml) et une 
petite quantité de DMF (0.2 ml) pour 4.5 h. Le mélange hétérogène devient 
progressivement homogène. L'excédent de SOCI2 est évaporé, puis on élimine 
toute trace SOCI2 avec 3 lavages au toluène (20mL). Un solide cristallin, jaunâtre 
est alors obtenu. Une solution contenant ce chlorure d'acyle dans du toluène sec 
est préparée et additionnée lentement à une solution contenant l'aminé 3 (17.6 g, 
124 mmol) dans du toluène sec (75 ml) et de la pyridine sèche (10.5 ml, 
130.3 mmol) le tout sous gaz inerte. L'addition se fait sur bain de glace, en 
s'assurant que la température de la réaction ne dépasse pas 20 °C. Le mélange 
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hétérogène est agité à température de la pièce durant 18 h, versé dans de l'eau 
et de la glace. La phase aqueuse est acidifiée au HCI 1N (4L) et l'excédant 
d'acide est enlevé en lavant avec de l'acétate d'éthyle (3 • 150 ml). Le produit 
désiré est récupéré en basifiant la phase aqueuse à l'aide du Na^COs puis extrait 
avec du CH2CI2 (6 • 300 ml). La phase organique est séchée sur MgSC>4 et 
concentrée pour donner l'amide 4 sous forme d'un solide blanc (31.1 g 88 %). 
(C12H10CI2N3O : m/z 282.0207). 
2.2.1.2 Aniline 6. 
À l'amide 4 (0.5 g, 1.8 mmol), dans du xylène (8 ml) on ajoute DMB-NH2 5 
(0.32 ml, 2.1 mmol). La solution résultante a été placée sous agitation à 120 °C 
pour 48h (la réaction a été suivie par CCM avec l'éluant suivant : 30 % AcMe 
dans du toluène). Une fois terminée, la solution est concentrée et du CH2CI2 
(30 ml) est ajouté au brut suivi d'H20 (30 ml) et une solution aqueuse de 
NaHC03 saturée (30 ml). La phase aqueuse est extraite avec du CH2CI2 (5 • 
25 ml). Les phases organiques sont combinées et séchées sur MgSQ* puis 
concentrées. Le solide a par la suite été trituré avec un mélange de MTBE (8 ml) 
et de MeOH (2 ml), la trituration est brièvement passée aux ultrasons avant d'être 
filtrée, rincée au MTBE et séchée à l'aide de la pompe mécanique et ainsi obtenir 
6 (620 mg, 85 %). (C21H21CIN4O3 : m/z 412.1308). 
2.2.1.3 Cycle 7 
L'Amiline 6 (17.9 g, 43.7 mmol) est suspendu dans du THF anhydre (325 ml) à 
température de la pièce sous gaz inerte. On a ajouté le NaHMDS (40 % dans du 
THF) (67 ml, 135.6 mmol) sur une période de 75 min. La suspension résultante a 
été placée à reflux pour 10 minutes et refroidie jusqu'à ce que celle-ci soit à 
10 °C. On suit la réaction par CCM si la réaction n'est pas complétée, 0,5 
équivalent supplémentaire de NaHMDS sont ajoutés, la réaction placée à reflux 
pour 75 minutes et placé sous agitation plusieurs heures, jusqu'à ce que la 
réaction soit complétée. La réaction est arrêtée par l'ajout de MeOH (15 ml), elle 
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est ensuite concentrée et du CH2CI2 (200 ml) et du HCI 1N sont ajouté afin 
d'obtenir un pH de 3-4. La réaction est basifiée par l'ajout de NaHCOs et 
l'obtention d'un pH de 8. La phase organique est récupérée et la phase aqueuse 
est extraite avec du CH2CI2 (4 • 150 ml). Les fractions combinées de CH2CI2 sont 
lavées avec une solution aqueuse de 5 % de NaHCÛ3 (200 ml). La nouvelle 
phase aqueuse est aussi extraite avec du CH2CI2 (150 ml) ; et la fraction de 
CH2CL2 est combinée aux autres fractions qui sont séchées sur MgSÛ4 et 
concentrées. Le solide obtenu est trituré avec un mélange de MeCN et de MTBE 
(1:9), la trituration est passée aux ultrasons, filtrée puis rincée avec le même 
mélange. Le solide récupéré est séché à la pompe mécanique et on obtient un 
solide ressemblant à du bran de scie correspondant au produit recherché. Si le 
filtra contient toujours du produit, ce dernier est récupéré par flash 
chromatographie (élution avec 15-25 % AcMe dans le toluène) (14.6 g, 90 %). 
(C21H20N4O3 : m/z 376.1537). 
2.2.1.4 Carbamate 8. 
Du B0C2O (12 g, 55.4 mmol) et du DMAP (0.9 g, 7.4 mmol) ont été ajouté à une 
suspension du cycle 7(13.9 g, 36.9 mmol) agité vigoureusement dans du THF 
anhydre (170 ml). Le mélange hétérogène devient progressivement d'une couleur 
rouge brique, mais translucide. La réaction était complétée en moins de 60 min. 
On a ajouté de l'acétate d'éthyle (200 ml), du H2O (100 ml) et une solution 
aqueuse de NH4CI saturée (100 ml). La phase aqueuse a été extraite avec de 
l'acétate d'éthyle (100 ml). Les fractions organiques ont été combinées puis 
lavées avec une solution aqueuse de NH4CI saturée, diluée de moitié. Elles ont 
ensuite été séchées sur MgSÛ4 et concentrées afin d'obtenir une pâte. Un 
mélange de MTBE/hex (1:1) a été ajouté afin de faire précipiter le produit qui est 
récupéré par filtration avant d'être rincé avec le même mélange (200 ml) on a 
obtenu le produit 8 (13.8 g, 79 %). Le filtra a été concentré et purifié par flash 
chromatographie (élution avec 15 % AcMe dans le toluène). Les fractions 
contenant le produit ont été concentrées et triturées avec un mélange de MTBE/ 
hex (1:1) ce qui nous a permis d'obtenir d'avantage de produit (1.7 g, 10 %) pour 
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un rendement global amélioré (quantité totale de 8 :15.5 g, 89 %). (C26H28N4O5 : 
m/z 476.2060). 
2.2.1.5 Tricycle 9. 
Le composé 8 (1.7 g, 3.5 mmol) a été dissout dans un mélange de CH2CI2 
(50 ml) et de H2O (5 ml). Du DDQ (1.6 g, 7.0 mmol) est ajouté et la réaction est 
agitée vigoureusement pour 18 h. Pour dissoudre le matériel en suspension, on 
ajoute un volume minimum de MeOH, du H2O (100 ml) et une solution aqueuse 
de NaHCOs saturé (25 ml). La phase aqueuse a été extraite avec du CH2CI2 (6 • 
25 ml). Les phases organiques ont été séchées sur MgS04 puis concentrées. 
L'huile rouge obtenue a été filtrée sur un pad de silice (élution de 5 % à 10 % de 
AcMe dans du toluène). Les fractions contenaient le produit 9 et une odeur de 
vanille provenant du 3,4-dimethoxy benzaldehyde. Ces fractions ont été 
concentrées et triturées avec un mélange de MTBE/hex (1:1) pour obtenir le 
composé 9 (965 mg, 84 %), un solide blanc cassé. (C17H18N4O3 : m/z 326.1379). 
2.2.1.6 Alkyne 10. 
Le composé 9 (1.5 g, 4.7 mmol) a été dissout dans l'AcMe (50 ml) en présence 
de 18-C-6 crown ether (0.3 g, 1.2 mmol) et de K2CO3 (1.3 g, 9.5 mmol). La 
solution résultante a été agitée pour 10 min avant d'y ajouter le propargyle 
bromide (80 % dans le toluène, 0.85 ml, 9.5 mmol). La réaction a été agitée pour 
18 h, puis concentrée. L'huile brune obtenue a été dissoute dans un mélange de 
EtOAc (100 ml) et de H2O (100 ml). La phase aqueuse a été extraite avec de 
i'EtOAc (3 • 70 ml). Les phases organiques combinées ont été séchées sur 
MgS04 et concentrées. Le résidu obtenu a été purifié par flash chromatographie 
(élution de 25 % à 40 % de EtOAc dans hex) pour obtenir le composé d'intérêt 10 
(1.6 g, 92 %). (C20H20N4O3 : m/z 364.1535). 
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2.2.1.7 Amide 11. 
Une solution du carbamate 10 (1.9 g, 5.2 mmol) dans du HCI 6N (80 ml) a été 
agité durant 45 min. I_a réaction a été transvidée dans un erlenmeyer de 1L et a 
été basifiée progressivement avec du NaHCC>3 en solution aqueuse saturée, 
faisant du même coup précipité le produit. Lequel est extrait de la phase alcaline 
avec un mélange de butanone/EtOAc (1:1, 6 • 200 ml). Les phases organiques 
combinées ont été séchées au brine puis sur MgSÛ4. La solution a été 
concentrée et le produit d'intérêt 11 a été obtenu (1.4 g, 98 %). (C15H12N4O : m/z 
264.1011). 
2.2.2 Synthèse de la sonde rhodamine-Na 
Figure 2.2.2 : Structure de la sonde rhodamine-N3 
2.2.2.1 Triflyl azide 
On a dissout le NaN3 (1 040 mg, 16 mmol) dans l'eau (2.5mL) et ajouté le DCM 
(2.5mL) en agitant vigoureusement à 0°C. On additionne ensuite lentement 
l'anhydride trifluoromethanesulfonic (1.346 ml, 8 mmol). On maintient l'agitation 
sur glace pour période de 2 heures. La réaction est arrêtée par l'ajout d'une 
solution aqueuse de NaHCOs saturé (2mL). Une fois le dégagement gazeux 
terminé, le triflyl azide est extrait avec du DCM (2 x 2mL) et la phase organique 
est utilisée directement pour la réaction suivante. 
2.2.2.2 Fmoc-Lysine(N3)-COOH 
o 
k 
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On a suspendu le Fmoc-Lysine-COOH (737 mg, 2 mmol) dans l'eau (6.5 ml), on 
a ajouté du CuS04*5H20 (49.9 mg, 0.2 mmol), du K2CO3 (414.6 mg, 3 mmol) et 
du méthanol (21.7 ml). On a mis le tout sous agitation durant 10 minutes avant 
d'ajouter le triflyl azide fraîchement préparé (à partir de 8 mmol anhydride 
trifluoromethanesulfonic) dans un volume minimum de DCM (6.5 ml) et laissé la 
réaction se dérouler durant 18 h. Après quoi le produit est concentré et une 
solution d'acide citrique 1 % (50mL) est ajouté. Le produit est extrait avec du 
DCM (2 x 50 ml), séché sur MgS04 et on obtient le Fmoc-Lysine(N3)-COOH sous 
forme d'une cire tirant sur le vert (608 mg, 77 %). (C21H22N4O4 + Na+ m/z 
417.1533). 
2.2.2.3 Rhodamine-azide (Rhodamine-N3) 
La sonde Rhodamine-N3 a été synthétisée selon la méthode en phase solide 
Fmoc, sur une résine de Wang (Novabiochem). Du Fmoc-Lys(MTT)-COOH 
(Novabiochem, 869.72 mg, 1.39 mmol) a été couplé à la résine en utilisant de la 
pyridine (199.9 uL, 2.3 mmol) et du dichlorobenzoyl choride (291.57 mg, 
1.39 mmol) dans du DMF (2 ml) sur 18 heures. La résine est lavée à 
l'isopropanol (2x2 ml) et DMF (2x2 ml) avant de déprotéger le Fmoc avec une 
solution contenant du DMF et de la pipéridine (1:1) (6 ml) avant d'être lavée à 
nouveau. On vient ensuite coupler le Fmoc-Lysine(N3)-COOH (394.40 mg, 
1 mmol) au premier acide aminé avec du HBTU (189.62 mg, 0.5 mmol) et du 
NNM (93uL, 1 mmol) dans du DMF (2 ml) sur 36 heures. La résine est lavée, 
déprotégée et lavée à nouveau selon la méthode décrite plus tôt, avant d'y 
coupler le 5-(and-6)-carboxytetramethylrhodamine succinimidyl ester (250 mg, 
0.58 mmol) en utilisant les mêmes agents de couplages que précédemment dans 
du DMF durant 72 heures. La résine est par la suite lavée intensément avec du 
DMF (3x) entrecoupé par des lavages avec du DCM, du méthanol et un mélange 
de DCM et de méthanol (1:1) et ainsi obtenir une solution de lavage claire. Le 
composé est clivé de la résine avec une solution contenant de l'acide 
trifluoroacetique, du DCM et du H2O (95:4:1) sur 30 minutes. De l'eau est ajoutée 
à la solution et celle-ci est gelée à l'azote liquide avant d'être lyophilisée. On 
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obtient le composé d'intérêt sous forme d'un solide rouge foncé. L'analyse LC/ 
MS du composé selon les conditions décrites précédemment permet de 
confirmer la pureté de celui-ci qui pourra être utilisé sans purification 
supplémentaire. ESI-MS m/z 938.4329 (C47H59N11O8S + H+ calculé 938.4341). 
2.2.3 Soins des animaux 
Les Rates (âgées de 6 à 8 semaines, 150-175 g) ont été achetées chez Charles 
River (Montréal, QC) et placées dans des cages métaboliques dans un 
environnement donnant un cycle de 12 h clarté : 12 h noirceur à 22 °C. Durant la 
période d'acclimatation de 1 semaine, les rates ont reçu de la moulé sèche 
moulue (2018, Agribrands, Leis Pet Distributing Inc., ON) et la quantité de 
nourriture consommée a été mesurée. Toutes les expériences sur les animaux 
ont été faites selon un protocole suivant les lignes directrices du Conseil 
canadien de protection des animaux selon une adaptation du protocole décrit par 
Jack P. Uetrecht (Popovic et coll., 2006). 
Les animaux sensibles aux NVP correspondent aux animaux ayant été traité 
avec 150 mg/kg/jour de NVP dans la nourriture, jusqu'à ce que ceux-ci 
développent une réaction cutanée de type « rash », 18 à 21 jours pour la NVP et 
28-31 jours pour le NVP-Alcyne, par la suite le traitement a été interrompu pour 
une période minimale de 4 semaines permettant à la réaction de disparaître 
complètement. 
Pour ajouter la NVP à la nourriture, la drogue a d'abord été dissoute dans 
l'éthanol absolu puis la nourriture moulue a été ajoutée, en s'assurant que 
l'ensemble de celle-ci soit recouvert de liquide. L'éthanol a par la suite été enlevé 
complètement par un séchage partiel à l'évaporateur rotatif, suivi d'une 
évaporation lente de 2 nuits à 60 °C, le tout afin que la nourriture conserve un 
maximum de saveur; un échantillonnage de la nourriture a été fait et analyser par 
chromatographie sur couche mince, pour s'assurer de l'homogénéité du 
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mélange. La quantité de NVP ajoutée à la nourriture a été ajustée en fonction de 
la quantité de nourriture consommée durant la semaine d'acclimatation. 
L'urine des animaux a été collectée quotidiennement sur glace avant d'être 
placée au congélateur en prévision des étapes subséquentes. Des prélèvements 
sanguins ont été faits le matin, tous les 2 jours. La quantité de nourriture 
consommée a été mesurée régulièrement (2 à 3 fois semaine) durant le 
traitement pour s'assurer que la quantité de NVP consommée correspondait à la 
quantité souhaitée. La quantité initiale de NVP était plus faible durant les 
premiers jours, puisque les rates n'aiment pas le goût de la NVP. 
Figure 2.2.3 : Préparation et traitement des échantillons 
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2.2.4 Préparation et traitement des échantillons 
2.2.4.1 Préparation des échantillons d'urine 
Les échantillons d'urine ont été acidifiés par l'ajout d'acide formique jusqu'à 
l'obtention d'un pH de 5, pour ensuite être injectés sur une cartouche activée de 
C18, Sep-Pak Vac 6cc (500 mg) (Waters Corp., Milford, MA). L'activation de la 
cartouche se fait par l'élution d'un volume de colonne de chacun des solvants 
suivant : l'ACN, 1:1 ACNihfeO 0,2 % acide formique et H2O 0,2 % acide formique. 
Suite à l'injection, les sels présents dans l'urine (urée et autres) sont enlevés par 
un lavage avec 2 volumes de colonne avec H2O 0,2 % acide formique. La 
colonne est séchée et la récupération des métabolites est faite par l'élution d'un 
volume de colonne de MeOH. Cette fraction est évaporée à sec par 
centrifugation à pression réduite et les échantillons sont conservés à -20°C 
jusqu'à la purification par CLHP. 
2.2.4.2 Préparation des échantillons de sang 
Un volume de 1 mL d'AcoEt a été ajouté à chacune des fractions de sang. 
Chacune des fractions est placée sous agitation à température de la pièce pour 
20 minutes, avant d'être centrifugée. La phase organique est récupérée et 
lyophilisée. Les échantillons sont conservés au congélateur jusqu'à l'analyse par 
LCMSMS. 
2.2.4.3 Chromatographie en phase liquide à haute performance (CLHP) 
La purification par CLHP a été effectuée sur un Water 600 équipé d'un injecteur 
automatique, d'un détecteur UV et contrôlé par le logiciel Millenium. La 
séparation a été effectuée sur une colonne analytique YMC Hydrosphère C18, de 
4.6 x 250 mm, avec des particules de 5 |im de grandeur, une colonne de garde 
de 4.0 x 20 mm remplie de résine Hypersil C18 a été utilisée. La phase mobile 
utilisée est constituée du Solvant A (tampon potassium phosphate monobasic ; 
0.05 M, pH = 4.6 ; avec 0.1 % triethylamine) et du Solvant B (ACN). Un gradient 
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passant 0 % à 35 % de solvant B sur une période 120 min avec une acquisition 
des données sur une période de 100 min. Le débit utilisé était de 1 ml/min et la 
détection a été accomplie une diode à UV à une longueur d'onde de détection de 
254 nm. 
2.2.4.4 Spectrométrie de masse et nLC-ESI-MS/MS 
Avant d'être analysé, chacune des fractions CLHP a été dessalée en utilisant une 
cartouche activée de C18, Sep-Pak Vac 1cc (50 mg) (Waters Corp., Milford, MA) 
selon la méthode décrite précédemment. L'analyse des différentes fractions 
CLHP a été effectuée en mode positif ESI-MS. Les échantillons (15.0pL) ont été 
introduits dans l'appareil par un système d'injection manuel dont le débit a été 
ajusté à 0.400pL/min. Les échantillons ont été analysés sur un spectromètre de 
masse Q-TOF-2 (Micromass, Manchester, UK). Les conditions d'analyse MS 
étaient les suivantes : température de la source 90 °C, température de 
désolvation 80 °C, voltage du cône ajusté à 45 V, voltage du capillaire ajusté à 
2 kV. Les paramètres de résolution « low-mass » et « high-mass » ont été ajustés 
à 10.0 (unité arbitraire). L'énergie de collision pour les MS/MS a été ajustée à 
24,5 eV. Une fenêtre de surveillance MS (m/z 100-550) a été utilisée. Le logiciel 
MassLynx version 3.5 (Micromass) a été utilisé pour contrôler l'instrument, 
l'acquisition et la manipulation des données. 
Les analyses nLC-ESI-MS ont aussi été faites sur un spectromètre de masse Q-
TOF-2 (Waters/Micromass Corp.) couplé en série à une pompe CapLC (Waters 
Corp.) selon la procédure décrite précédemment. 
Partie 3 : Essai cellulaire In vitro 
2.3.1 Culture des cellules 
Les différentes lignées cellulaires utilisées sont les suivantes : HL-60 (ATCC # 
CCL-240) (Gallagher et coll., 1979) ; Jurkat (ATCC# CRL-1990) (Gillis et Watson, 
1980) ; PLB-985 (DSMZ# ACC 139) ( Tucker et coll., 1987). Ces dernières sont 
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des cellules en suspensions qui ont été maintenues en culture dans du milieu 
RPMI-1640 (Invitrogen) contenant 10 % de sérum foetal bovin (Invitrogen) à 37°C 
dans un milieu humidifié contenant 5 % de CO2. La densité de cellules a été 
maintenue entre 105 et 106 par des passages cellulaires tous les 3 ou 4 jours. 
Toutes les lignées cellulaires choisies sont apparentées aux neutrophiles et il est 
possible d'observer l'agranulocytose dans les conditions expérimentales utilisées. 
Les neutrophiles nous ont été gracieusement offerts par le groupe de Patrick 
McDonald et ont toujours été utilisés dans l'heure suivant leurs isolations. 
2.3.2 Activation de la drogue 
La drogue est activée en mélangeant dans l'ordre les composantes F, A, B et C 
(tableau 2.3.1) selon un protocole adapté de ( Williams et coll., 1997). La solution 
est homogénéisée à l'aide d'un vortex et laissée pour 30 minutes à température 
de la pièce. 
L'excédent de peroxyde d'hydrogène est inactivé par l'addition de D (tableau 
2.3.1). La solution est homogénéisée à l'aide d'un vortex et laissée pour 5 
minutes à température de la pièce avant d'ajouter G et enfin E. 
Les cellules (1 x 106) sont incubées avec la drogue activée durant 2 heures à 37 
°C. 
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A B C D E Milieu 
Concentration 
finale de 
drogue 
<(IM) 
Vol 
drogue 
dans 
MeOH 
HRP 
(4U/11L) 
H2O2 
(1000I1M) 
Catalase 
(48.5U/ 
(iLdans 
H20) 
Cellules 
(1X10V 
mL) 
F 
Acttvation 
Drogue 
G 
Incubation 
cellules 
0 5 0 0 0 500 195 300 
0 5 5 20 2 500 170 298 
1 5 5 20 2 500 170 298 
5 5 5 20 2 500 170 298 
10 5 5 20 2 500 170 298 
20 5 5 20 2 500 170 298 
50 5 5 20 2 500 170 298 
100 10 5 20 2 500 165 298 
200 20 5 20 2 500 155 298 
Tableau 2.3.1 : Liste des volumes et concentrations à utiliser pour l'incubation 
cellulaire 
2.3.2 Essais de prolifération 
Après l'incubation, les cellules en suspension provenant de lignées immortalisées 
sont sédimentées par centrifugation (1 min à 16 000 g), le milieu est enlevé par 
aspiration et les cellules sont resuspendues dans 1 mL de milieu RPMI exempt 
de drogue et placé à 37°C pour 24-36 heures. 
Dans une plaque à 96 puits, on place 10|iL de « WST-1 reagent » préchauffé à 
37°C. À chacun des puits, on ajoute 100i*L de la suspension cellulaire 
homogénéisés au vortex et on laisse réagir pendant 2 heures à 37°C. Chacune 
des expériences et lectures est effectuée en triplicata et la lecture de la plaque 
s'effectue à 450nm par un spectrophotomètre (www.roche-applied-science.com). 
L'échantillon contrôle sert de référence pour permettre d'établir le maximum de 
prolifération. Chacune des lectures d'absorbance lui est comparée, afin d'établir 
le pourcentage relatif du maximum qu'elles représentent. Un graphique du 
pourcentage de prolifération permet ensuite de comparer les diverses 
expériences. 
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2.3.3 Essai d'apoptose et de nécrose 
Après l'incubation, les cellules sont sédimentées par centrifugation (1 min à 
13 000 tours/minutes), le milieu est enlevé par aspiration et les cellules sont 
lavées avec 1mL de PBS froid (pH : 7,4 stérile). Après quoi, les cellules sont 
sédimentées et resuspendues dans 1 mL de milieu HBSS exempt de drogue et 
placé à 37°C pour 6 heures. 
Les cellules sont précipitées à nouveau et lavées 2 fois au PBS froid avant d'être 
resuspendues dans 400(iL de binding buffer (10 mM Hepes/NaOH, pH 7.4, 140 
mM NaCI, 2.5 mM CaCfe) et placées sur la glace. 
Environ 15 minutes avant chacune des analyses, 4piL (1|jg/|iL) FITC-annexin V 
et 4i*L propidium iodide (0.6|ig/ml) sont ajoutés. Les échantillons sont conservés 
dans le noir à température de la pièce jusqu'à l'analyse ( Williams et coll., 2000). 
2.3.4 Cytométrie en flux 
Les cellules ont été analysées par un cytomêtre de type FACScan (Becton 
Dickinson, Mountain View, CA) équipé d'un laser à l'argon de 15 mW d'une 
longueur d'onde de 488 nm. La fluorescence émise a été séparée comme suit : 
FL1 530 ± 15 nm - vert, FL2 585 ± 21 nm - orange, et FL3 >650 nm - rouge. 
La taille et la granulosité des cellules ont été utilisées en direct pour établir la 
fenêtre d'analyse et exclure les débris et amas cellulaires. Chaque acquisition 
dure 200 secondes ou 10 000 événements. Les fluorescences du FITC et du 
propidium iodide ont été collectées respectivement en vert et en orange dans un 
système d'amplification logarithmique. Une compensation électronique a été 
utilisée pour corriger la superposition des spectres de fluorescence. Une 
deuxième fenêtre de surveillance a été ouverte, et les paramètres en « FL3-A » 
et « FL3-W » ont été utilisés, permettant une discrimination des doublets (DDM) 
et une mesure de cellule unique. La distribution de l'intensité de la fluorescence a 
été analysée avec le logiciel CelIQuest. Le pourcentage de cellules dans les 
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différentes phases du cycle cellulaire a été déterminé par le logiciel ModFit (Verity 
Software House, Topsham, ME). 
2.3.5 Analyse du cycle cellulaire sans fixation des cellules 
(Pestov et coll., 1999) 
Décondensation de la chromatine. 
Ajouter 450^1 de tampon H (20 mM HEPES, pH=7.2, 0.16 M NaCI, 1 mM EGTA) 
— Triton X-100 0.05 % (saponine 0.05 %) préchauffée à 37 °C. 
Ranger immédiatement dans la glace et incuber «1 min en maintenant à 4 °C. 
Centrifugez et aspirez le surnageant en laissant «50 [il, « tapotez » pour 
resuspendre le culot dans ce liquide résiduel. 
Coloration d'ADN 
Ajouter 450^1 de tampon H — RNAse A5 — PI6 (RNAse A - 20 ug/ml, P110 ug/ml) 
Incuber 30 min en maintenant dans le noir à 4°C. Lire au cytométre. 
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RÉSULTATS 
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Partie 1 : Acide Tienilique 
3.1.1 Récupération et Identification de protéines modifiées par le TA suite à 
une digestion de l'ensemble des protéines microsomales 
1 TOF MS Survey ES* 
BP» 
2 32e3 
12.56 
34.36 
• V 
29.13 3B.45 
25.11 31.05 
29.93 
36.84 
I TOF MSSurvey ES* 
BPI 
2 7803 
33.31 %-
32.26 
44.50 
Time 
55.00 5 00 10 00 15 00 20.00 25 00 30 00 
Figure 3.1.1 : Chromatogramme obtenu par l'analyse nLC-MS/MS des peptides 
35.00 40.00 45 00 50 00 
trypsiques captés par colonne d'affinité, en rouge les microsomes contrôles et en 
vert ceux incubés en présence du TA-biotine. 
Suite à l'incubation du TA-Biotine avec les miaosomes, l'ensemble des protéines 
modifiées a été récupéré par colonne d'affinité, avant d'être libéré de la résine et 
digéré à la trypsine. Une incubation de microsomes ne contenant pas de TA-
biotine a été utilisée comme contrôle négatif et utilisé pour identifier les protéines 
non spécifiques. Par la suite, les échantillons sont analysés par nLC-MS/MS et 
les données sont traitées puis les résultats sont analysés par la base de données 
gpm. Une seule protéine a été identifiée et la qualité de l'identification ne permet 
pas de confirmer que la carboxipeptidase (ENSRNOP0000008364) est 
réellement modifiée par l'acide tiénilique. 
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3.1.2 Identification des protéines modifiées par ie TA suite à une migration 
sur gel et digestion, des protéines captées par affinité 
12 ST T £T 
A 
B 
Figure 3.1.2 : Gel SDS-Page 7 % acrylamide de microsomes de rat (4 et 5), 
immunobuvardage correspondant (1 et 2), marqueur de poids moléculaire en 3. 
Le puits 1 correspond à 1,25 mg de protéines incubées en présence de TA-
biotine et le puits 2 correspond à 1,25 mg de protéines incubées en absence de 
TA-biotine. Par immunobuvardage en utilisant une streptavidin-HR-peroxydase 
dirigée contre le TA-biotin, on remarque la présence de 7 bandes (A à G) 
correspondant potentiellement à des protéines modifiées. Par superposition sur 
le gel, les bandes correspondantes ont été excisées, une digestion trypsique a 
été effectuée, un résumé de l'analyse des résultats nLC-MSMS est présenté en 
annexe 1. Par contre, suite au traitement des données et l'analyse des résultats 
par la base de données gpm et mascot, aucune identification protéique de qualité 
n'a été obtenue. Par comparaison des différents échantillons, il est impossible de 
confirmer une identification. 
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3.1.3 Récupération et Identification du peptide modifié par le TA 
43 25 
4684 
5227 
56.40 
46 31 
f 4716 52.87 
%-
48.79 
5061 
42.13 
35.40 37 37 
41 18 
21.27 
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Figure 3.1.3 : Chromatogramme obtenu par l'analyse nLC-MSMS des peptides 
60.00 50.00 55 00 
trypsiques captés par colonne d'affinité suite à une migration sur gel. 
Les bandes contenant potentiellement des protéines modifiées (figure 3.1.2) ont 
été excisées du gel et les protéines ont été hydrolysées. Les peptides liés au TA-
biotine ont été récupérés par colonne d'affinité. Suite à la libération de la colonne, 
une analyse nLC-MSMS a été effectuée. Par ailleurs, aucune bande des 
protéines contrôles n'a été digérée. Suite au traitement des données et l'analyse 
des résultats par la base de données gpm, aucune protéine n'est identifiée. 
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Partie 2 : Névirapine (analyse du métabolisme in vivo) 
Les animaux ont été traités avec 150mg/kg^our de médicaments, pour une 
période variant de 20 jours pour la NVP à 30 jours pour le NVR-Alcyne. 
2.1 Purification par CLHP de l'urine 
iji tsji m» 95» 
Figure 3.2.1 : Chromatogramme du CLHP de l'urine de la rate contrôle, l'urine de 
20 jours a été combinée et analysée. 
L'analyse CLHP de la rate n'ayant reçu aucun médicament, contrôle, permet 
d'identifier les fractions ne contenant pas de métabolite. 
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Figure 3.2.2 : Chromatogramme CLHP de l'urine de la rate traitée avec 150mg/ 
kg/jours de NVP, l'urine de 20 jours a été combinée et analysée. 
L'analyse CLHP de la rate traitée avec 150mg/kg/jours de NVP, permet de 
collecter les fractions 1 à 21. 
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Figure 3.2.3 : Chromatogramme CLHP de l'urine la rate contrôle superposé à 
celui de la rate traitée avec 150mg/kg/jours de NVP, l'urine de 20 jours a été 
combinée et analysée. 
La superposition des chromatogrammes a permis de cibler les fractions (2, 9,10, 
11, 12, 13, 14, 15,16, 17) comme étant celles les plus susceptibles de contenir 
les métabolites de NVP. Les résultats de l'analyse MS et MSMS de ses fractions 
sont résumés dans le tableau 3.2.1. L'analyse des autres fractions a confirmé 
l'absence de métabolites. 
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Figure 3.2.4 : Chromatogramme CLHP de l'urine de la rate traitée avec 150mg/ 
kg/jours de NVP-Alcyne, l'urine de 20 jours a été combinée et analysée. 
L'analyse CLHP de la rate traitée avec 150mg/kg/jours de NVP-Alcyne permet de 
collecter les fractions 1 à 21. 
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Figure 3.2.5 : Chromatogramme CLHP de l'urine de la rate contrôle superposé à 
celui de la rate traitée avec 150mg/kg/jours de NVP-Alcyne, l'urine de 20 jours a 
été combinée et analysée. 
La superposition des chromatogrammes a permis de cibler les fractions (1, 2, 4, 
5, 6, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18) comme étant celles les plus susceptibles de 
contenir les métabolites de NVP-Alcyne. Les résultats de l'analyse MS et MSMS 
de ses fractions sont résumés dans le tableau 3.2.2. L'analyse des autres 
fractions a confirmé l'absence de métabolites. 
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3.2.2 Analyse des fractions CHPL par spectrométrie de masse 
••H 
mmm HHH 
2 355 
371 
266; 284; 355 
9 2-OH-NVP 283 
345 
453 
161 ; 242; 265; 283 
256; 299; 345 
10 345 — 
11 12-OH-NVP 283 265 ; 283 
12 265 182;196;223;237; 
250; 265 
13 3-OH-NVP 283 124;161 ; 214;242; 
265; 283 
14 8-OH-NVP 283 107;160;177;242; 
4-CA-NVP 299 
428 
265; -
15 NVP 267 226; 267 
16 345 
17 299 
355 
Tableau 3.2.1 : Masses observées dans les fractions CLHP de l'urine de la rate 
traitée avec 150 mg/kg/jour de NVP 
On remarque la présence de la masse 283, dans les fractions 9, 10, 13, 14, 
pouvant correspondent à de la NVP hydroxylée et la présence de la masse 299, 
pouvant correspondre à la NVP doublement hydroxylée. Par ailleurs, la 
fraction 15 correspond à la fraction contenant la NVP intacte, ce qui a été 
confirmé, à la fois par le patron de fragmentation, mais aussi en analysant par 
nLC-MSMS, un contrôle contenant uniquement la NVP. L'association des 
différents métabolites a été effectuée conséquemment à la littérature disponible 
(Ren et coll., 2010 ; Srivastava et coll., 2010). 
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.
.
 
. 
:A., •: •' .'y* V- • 
1 327 224; 264; 295; 312; 
327 
2 12-OH-NVP-A 281 223 ; 235 ; 263 ; 281 
4 2-OH-NVP-A 281 159;171 ; 209;238; 
266 ; 281 
6 335 — 
7 297 — 
10 164 
212 
305 
122;164 
12 299 242 ; 263; 281 ; 299 
13 212 
283 
299 
161 ; 214; 242; 265; 
283 
214; 242; 281 ; 299 
14 4-CA-NVP-A 299 
345 225;273;330 
15 8-OH-NVP-A 281 214;238;242;266; 
281 
16 ? 281 
283 
299 
226 ; 241 ; 265; 283 
227; 238; 266; 281 
18 3-OH-NVP-A 281 209; 238; 266; 281 
Tableau 3.2.2 : Masses observées dans les fractions CLHP de l'urine de la rate 
traitée avec 150 mg/kg/jour de NVP-Alcyne 
On remarque la présence de la masse 281, dans les fractions 2, 4, 9, 15, 16, 18, 
pouvant correspondent à de la NVP-Alcyne hydroxylée, la présence de la masse 
à 283, pouvant correspondre au NVP-Alcyne hydrogéné et hydroxylé ou 
simplement hydraté et la présence d'une masse à 299, pouvant correspondre au 
NVP-Alcyne hydraté et hydroxylé. Par ailleurs, on ne retrouve aucune fraction 
contenant la NVP-Alcyne intacte. Selon l'analyse par CHPL d'un contrôle 
contenant uniquement le NVP-Alcyne, ce dernier devrait éluer avec un temps de 
rétention de 70 minutes, ce qui ne correspond à aucune fraction. 
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3.2.3 Observations In vivo 
NVP • NVP-Alcyne 
Première exposition 
Réexposition 
12 18 
Temps (Jours) 
24 30 
Figure 3.2.6 : Comparaison du nombre de jours requis avant l'apparition de la 
rougeur aux oreilles entre la rate traitée avec une quantité équivalente de NVP 
(n=5) ou de NVP-Alcyne (n=1) 
Les animaux ont reçu 150mg/kg/jour de composé mélangé à leur nourriture. La 
couleur de la peau et la présence de plaies ont été notées quotidiennement. On 
remarque que le temps requis pour l'apparition des rougeurs est 30 % plus long 
chez les animaux traités avec le NVP-Alcyne en comparaison avec ceux traités 
avec la même dose de NVP. On remarque aussi que lorsque l'exposition de 
départ des rates a eu lieu avec le NVP-Alcyne, les symptômes ne sont pas 
réapparus, et ce malgré une réexposition prolongée de 10 jours, par rapport aux 
animaux exposés à la NVP servant de contrôle positif. 
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Figure 3.2.7 : Comparaison du nombre de jours requis avant la réapparition de la 
rougeur aux oreilles entre la rate traitée avec 150mg/kgyjours de NVP (r»=1) ou de 
NVP-Alcyne (n=1 ) suite à une exposition de 20 jours à 150mg/kg/jours de NVP 
Les animaux ont reçu 150mg/kg/jour de composé mélangé à leur nourriture. La 
couleur de la peau et la présence de plaies ont été notées quotidiennement. 
Suite à l'apparition des rougeurs, les animaux sont retirés du traitement pour une 
durée minimale de 21 jours, après quoi ils peuvent être réexposés aux différents 
composés. Lorsque les animaux sont traités avec la NVP lors du premier 
traitement. On remarque que le temps requis pour l'apparition des rougeurs lors 
d'un second traitement est le même, pour l'autre des deux composés. 
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Partie 3 : Essai cellulaire in vitro 
3.3.1 Essai de prolifération 
Les cellules sont mises dans des conditions pouvant provoquer l'agranulocytose, 
après quoi elles sont remises en cultures afin d'évaluer le taux de survie des 
cellules. L'activation des différents médicaments a été effectuée en présence de 
peroxyde d'hydrogène. Une fois ce dernier neutralisé, des cellules provenant des 
lignées cellulaires HL60, PLB-985 ou Jurkat, sont ajoutées. Après 24 heures à 
37°C, une estimation du niveau de prolifération cellulaire a été effectuée par une 
mesure de l'activité enzymatique du succinate-tetrazolium réductase 
mitochondriale par un test WST-1 (section 2.3.1 à 2.3.2). 
3.3.1.1 Amodiaquine • HL6° • PLB • Jurkat 
120% 
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Figure 3.3.1 : Comparaison du taux de survie des différentes lignées cellulaires 
en fonction de la concentration d'amodiaquine <n=6) 
Les essais de prolifération avec l'amodiaquine démontrent que ce médicament 
diminue drastiquement la prolifération cellulaire à de très faibles concentrations. 
Et ce, pour l'ensemble des lignées cellulaires testées. 
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3.3.1.2 Amoxapine • HL60 • PLB • Jurkat 
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Figure 3.3.2 : Comparaison du taux de survie des différentes lignées cellulaires 
en fonction de la concentration d'amoxapine (n=6) 
Les essais de prolifération avec l'amoxapine démontrent que ce médicament 
diminue légèrement la prolifération cellulaire de la lignée PLB, à de faibles 
concentrations. La prolifération chez les autres lignées cellulaires testées est 
aussi affectée, mais à des concentrations égales ou supérieures à 100|iM de 
drogue. 
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3.3.1.3 Carbamazepine • HL60 • PLB B Jurkat 
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Figure 3.3.3 : Comparaison du taux de survie des différentes lignées cellulaires 
en fonction de la concentration de Carbamazepine (n=10) 
Les essais de prolifération avec la carbamazépine démontrent que ce 
médicament diminue légèrement la prolifération cellulaire de la lignée PLB, à de 
faibles concentrations. La prolifération chez les autres lignées cellulaires testées 
ne semble aucunement influencée par la drogue. 
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3.3.1.4 Clozapine • HL60 • PLB • Jurkat 
120% 
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Figure 3.3.4 : Comparaison du taux de survie des différentes lignées cellulaires 
en fonction de la concentration de clozapine (n=10) 
Les essais de prolifération avec la clozapine démontrent que ce médicament 
diminue légèrement la prolifération cellulaire de la lignée PLB, à de faibles 
concentrations et grandement à des concentrations égales ou supérieures à 
20iiM de drogue. Par ailleurs, la croissance de la lignée cellulaire HL60 semble 
ralentie rapidement lorsque mise en présence du composé, à des concentrations 
aussi faibles que 1 |iM. Par contre, la prolifération de la lignée cellulaire jurkat, ne 
semblent pas être influencée avant des concentrations égales ou supérieures à 
50uM de drogue. 
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3.3.1.5 Loxaplne • HL60 • PLB • Jurkat 
120% 
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Figure 3.3.5 : Comparaison du taux de survie des différentes lignées cellulaires 
en fonction de la concentration de loxapine (n=10) 
Les essais de prolifération avec la loxapine démontrent que ce médicament 
diminue légèrement la prolifération cellulaire de la lignée PLB, à de faibles 
concentrations et l'inhibe de 90 % à une concentration de 200(iM. La prolifération 
chez la lignée cellulaire HL60 ne semble pas affecté à des concentrations égales 
ou inférieures à 100|iM, mais est aussi diminué de 90 %, à une concentration de 
200jiM de drogue. Par ailleurs, la prolifération de la lignée cellulaire jurkat n'est 
que très peu influencé par la présence de loxapine dans le milieu de culture. En 
effet, une diminution d'environ 10 % est obtenue à des concentrations égales ou 
supérieures à 100|iM et aucune diminution n'est observée en deçà de cette 
concentration de drogue. 
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3.3.1.6 Olanzapine El HL60 • PLB • Jurkat 
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Figure 3.3.6 : Comparaison du taux de survie des différentes lignées cellulaires 
en fonction de la concentration d'olanzapine (n=6) 
Les essais de prolifération avec l'olanzapine démontrent que ce médicament 
diminue la prolifération cellulaire de toutes les lignées cellulaires à une 
concentration supérieure à 20pM. Les lignées HL60 et jurkat, sont celles 
démontrant la baisse la plus marquée, avec une diminution d'environ 70 % de 
leur prolifération. Par ailleurs, chez la lignée cellulaire PLB, la diminution est 
moins marquée pour cette concentration et n'est que d'environ 15 %. Par contre, 
à des concentrations égales ou supérieures à 1OOpM de drogue, une diminution 
d'environ 70 % de la prolifération est aussi observée. 
3.3.2 Apoptose-Nécrose des neutrophiles 
Les essais précédents nous suggèrent une diminution importante de la 
prolifération cellulaire, sans pour autant donner d'information sur les causes 
possibles de celle-ci. L'activation des différents médicaments a été effectuée en 
présence de peroxyde d'hydrogène. Une fois ce dernier neutralisé, des 
neutrophiles sont ajoutés. Par la suite, des études en cytométrie de flux visant à 
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visualiser les phases du cycle cellulaire ont été tentées, sans résultat. Nous 
avons concentré nos efforts sur la mesure de la viabilité des cellules par 
cytométrie de flux, qui a été prise suite à une exposition des neutrophiles aux 
médicaments durant 4 heures à 37°C. Les marqueurs utilisés nous permettant 
d'évaluer les causes possibles de la mort cellulaire. 
3.3.2.1 Amodiaquine 
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Figure 3.3.7 : Comparaison du taux d'apoptose au taux de nécrose dans les 
neutrophiles en fonction de la concentration d'amodiaquine (n=2) 
Les essais de survie avec l'amodiaquine démontrent que ce médicament induit la 
mort cellulaire des neutrophiles par apoptose, à une concentration de 5|iM. En 
augmentant la concentration de drogue, à des concentrations supérieures ou 
égales à 50(iM, l'ensemble de la population de cellules meurt par nécrose. 
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3.3.2.2 Amoxapîne 
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3.3.2.4 Clozapine 
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Figure 3.3.10 : Comparaison du taux d'apoptose au taux de nécrose dans les 
neutrophiles en fonction de la concentration de clozapine (n=2) 
Les essais de survie avec la clozapine démontrent que ce médicament induit la 
mort cellulaire des neutrophiles par apoptose à 25 % de la population, à une 
concentration de 5pM. Le pourcentage de cellules apoptotiques passe à environ 
40 % lorsque la concentration atteint 50|iM et diminue par la suite. Par ailleurs, 
en augmentant la concentration de drogue, à des concentrations supérieures à 
50|iM, la majorité de la population de cellules meurt par nécrose à une 
concentration de 100|iM et l'ensemble de celle-ci meurt à une concentration de 
200uM. 
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3.3.2.5 Loxaplne 
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Figure 3.3.11 : Comparaison du taux d'apoptose au taux de nécrose dans les 
neutrophiles en fonction de la concentration de loxapine (n=2) 
Les essais de survie avec la loxapine démontrent la mort par nécrose d'une 
partie de la population, lorsque les neutrophiles sont mis en présence du 
médicament, et atteint 10 % de la population à 1 pM de drogue. Ce pourcentage 
reste stable pour la majorité des concentrations testées, mais augmente à 25 % 
lorsque la concentration de drogue atteint 200pM. 
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3.3.2.6 Oianzapine 
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Figure 3.3.12 : Comparaison du taux d'apoptose au taux de nécrose dans les 
neutrophiles en fonction de la concentration d'oianzapine (n=2) 
Les essais de survie avec la carbamazépine démontrent que ce médicament 
induit l'apoptose chez environ 40 % de la population, à des concentrations égales 
ou supérieures à 5|iM de drogue. 
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DISCUSSION 
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Partie 1 : Acide Tienilique 
Pour débuter, nous avions choisi de morceler notre échantillon de départ afin 
d'obtenir plusieurs résultats possibles à partir du même échantillon. Ainsi, nous 
pensions être en mesure d'identifier d'abord la protéine modifiée, mais aussi le 
peptide sur lequel la modification a lieu et si possible l'acide aminé ciblé. À ce 
moment, nous étions loin de nous douter qu'il s'avérerait si difficile de rompre le 
lien entre la biotine et la streptavidin. 
En effet, la recherche littéraire de départ nous permettait de croire que ce serait 
possible et relativement facile à faire. Selon le guide d'utilisation de Sigma, il est 
possible d'utiliser la résine contenant des streptavidins pour monter des colonnes 
d'affinités réutilisables. De notre côté, nous avons plutôt opté pour une résine 
contenant des neutravidins, de chez Pierce, puisque son bruit de fond était 
moindre lors de l'analyse nLC-MSMS. Dans le but d'être en mesure d'analyser 
directement les échantillons par spectrométrie de masse, nous voulions éviter 
d'utiliser des détergents. Les premiers essais de séparation étant peu concluants, 
nous avons choisi de développer la méthode en utilisant un peptide contenant 
une biotine, ce qui nous évitait de perdre davantage d'échantillon. 
La série d'expériences à permis d'infirmer la littérature de Sigma, quant à la 
possibilité de réutilisation de la résine. En effet, pour être en mesure de récupérer 
une quantité acceptable, visualisable par spectrométrie de masse, il a été 
nécessaire de dénaturer complètement les protéines en plus d'utiliser du 
détergent. Cette approche nous obligea à séparer les protéines captées par 
affinités sur gel d'acrylamide avant d'être en mesure de les analyser par 
spectrométrie de masse. 
Cette approche nous a permis de confirmer la présence de protéines modifiées. 
En effet, l'immunobuvardage nous a permis de visualiser quelques bandes 
contenant potentiellement des cibles. Nous avons prélevé les différentes bandes 
pour procéder à l'identification des protéines qu'elles contenaient. D'après la 
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littérature disponible sur le sujet et le type d'expérience effectuée, soit une 
incubation microsomale, on se serait attendu à retrouver le P450 CYP 2C9 
comme faisant partie des protéines identifiées (Kœnigs et coll., 1999 ; Lopez-
Garcia et coll., 1994). Par contre, l'identification obtenue ne correspond pas à ce 
résultat. 
Par ailleurs, elle ne correspond pas non plus aux protéines candidates identifiées 
précédemment par notre laboratoire (Methogo et coll., 2007). L'explication la plus 
plausible est que la quantité de protéines modifiées présentes dans les 
échantillons analysés ait été très faible et insuffisante pour permettre une 
identification juste. En effet, le nombre de peptides candidats analysés et 
transmis à la base de données était si petit, qu'il s'avérait impossible de confirmer 
le résultat obtenu. De plus, bien souvent, l'identification protéique se faisait grâce 
à un seul peptide candidat avec un score total non concluant. Il pourrait être 
nécessaire de prévoir davantage de matériel pour l'expérience. 
De plus, du à la technique utilisée pour libérer les protéines de la résine, il est 
possible qu'un excédent de sels ait nui à l'identification protéique. La quantité de 
ceux-ci est telle, qu'elle rend difficile la solubilisation des protéines dans le 
tampon de chargement et force une dilution excessive de l'échantillon. Chacun 
des puits du gel contient une quantité faible de protéines et souvent l'endroit 
contenant la protéine modifiée, localisé à l'aide du film, ne semble pas contenir 
de bande tellement la concentration est faible. Il serait pertinent qu'avant de 
sécher les protéines extraites de la résine, celles-ci soient désalées par 
purification préparative sur Seppak C8. 
Partie 2 : Névirapine 
Des résultats préliminaires (annexe 3) démontrent qu'il est possible de capter 
avec du glutathion, un métabolite réactif de la NVP formé lors d'une incubation 
avec des microsomes de rat Sprague Dowley induit au phénobarbital (Klarskov et 
coll., 2009 ; Defoy et coll., 2011). Ses résultats suggèrent qu'il puisse avoir 
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formation d'adduit entre des protéines et la NVP. Notre approche par l'utilisation 
d'un analogue devrait permettre de vérifier cette hypothèse. 
Les essais in vivo avec les composés, NVP et NVP-Alcyne, visaient à confirmer 
que le NVP-Alcyne pouvait être utilisé dans l'étude des réactions adverses 
induites par la NVP. L'apparition des symptômes associés à la réaction adverse 
est donc un élément important, mais non exclusif pour confirmer l'utilité du 
composé. 
Ainsi, il s'avérait essentiel de comprendre pourquoi les symptômes apparaissent 
si tardivement en comparaison avec la NVP, d'autant plus qu'ils ne 
réapparaissaient pas lors d'une réexposition au NVP-Alcyne. Dans le but de 
confirmer que le processus de développement des symptômes est le même pour 
les deux composés, nous avons exposé d'autres rats au médicament, mais cette 
fois-ci seulement à la NVP. Suite à l'apparition des symptômes, les animaux ont 
été retirés du traitement durant quelques semaines pour permettre la disparition 
complète des symptômes. Les rates ont ensuite été exposées à une quantité 
équivalente de NVP ou de NVP-Alcylne. Dans tous les cas, les symptômes sont 
réapparus dans un délai très court, ce qui confirme que le processus de 
développement de la réaction adverse est possiblement le même pour les deux 
composés. 
Restait à comprendre pourquoi les premiers symptômes ont été si longs à 
apparaître. L'analyse des métabolites présents dans l'urine et dans le sang allait 
certainement nous permettre de comprendre le phénomène. 
L'analyse des métabolites sanguins du rat traité avec le NVP-Alcyne ne nous 
donne malheureusement pas assez d'information. En effet, elle tend à nous 
indiquer que les différents métabolites pourraient être présents, mais la 
séparation est insuffisante pour nous permettre de les différencier efficacement et 
ne nous permet que de supposer la présence des différents composés 
hydroxylés. Par contre, nous sommes à même de confirmer la présence du 4-
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COOH-NVP et de composés hydroxylés liés au glutathion, mais en une intensité 
insuffisante pour être en mesure de les différencier (Annexe 4). 
Par ailleurs, puisque la majorité des métabolites sanguins sont aussi présents 
dans l'urine, il sera beaucoup plus facile d'en faire l'analyse, le volume d'urine 
recueilli étant beaucoup plus important que celui de sang. Conséquemment, il 
devrait être possible d'avoir suffisamment de composés pour faire des analyses 
MS/MS des divers composés présents. 
Ainsi, il nous a été possible d'avoir suffisamment de composés pour effectuer la 
fragmentation MS/MS d'un composé ayant une masse de 283 et de le comparer 
tant aux spectres obtenus avec la NVP (Annexe 5) qu'à ceux obtenus avec le 
NVP-Alcyne (Annexe 6). L'analyse laisse supposer que celui-ci proviendrait du 
NVP-Alcyne. En fait, le patron de fragmentation correspond en tout point à celui 
d'un NVP-Alcyne qui aurait subi une oxydation et une hydrogénation de l'alcyne, 
une région susceptible de subir des modifications. Pourtant, la recherche littéraire 
indique plutôt que la métabolisation de cette fonction devrait nous permettre 
d'obtenir une fonction carboxylique (Wade et coll., 1980). Conséquemment, on 
retrouve une masse, 299, pouvant correspondre à ce produit dans le sang et 
dans l'urine. Par contre, le patron de fragmentation qui lui est associé correspond 
plutôt à une hydratation du groupement alcyne, jumelé à une oxydation de l'une 
des positions sur le cycle. En effet, la présence d'un fragment ayant une masse 
de 281 permet de croire qu'il est possible d'éliminer l'oxydation sans pour autant 
éliminer l'hydratation, ce qui indique que les deux modifications doivent se 
trouver en des endroits distincts sur la molécule. L'analyse RMN du composé 
devrait confirmer cette hypothèse. 
Ainsi, l'analyse du patron métabolique nous indique deux choses : premièrement, 
que les principaux métabolites de la névirapine sont aussi présents avec le NVP-
Alcyne ! Par contre, elle nous indique aussi que le NVP-Alcyne n'est pas aussi 
stable métaboliquement qu'espéré, en effet, le groupement alcyne subirait une 
transformation métabolique, hydrogénation, hydratation et hydroxylation, ce qui 
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pourrait altérer sa biodisponibilité et expliquerait le retard dans l'apparition des 
symptômes. Effectivement, il est de notoriété publique que l'administration d'une 
dose plus faible de NVP peut induire une forme de tolérance et empêcher la 
réapparition des symptômes (Shenton et coll., 2003), il est plausible que le même 
phénomène puisse être observé avec le NVP-Alcyne. Pour contourner ce 
problème, une dose plus forte de composés pourrait être administrée au rat dès 
le départ. 
D'autre part, la peau, le foie et la rate des animaux ont été prélevés pour analyse. 
Une extraction protéique totale a été effectuée sur la peau seulement. Les 
résultats obtenus par notre laboratoire suggèrent la présence de trois bandes 
pouvant contenir des protéines modifiées par le NVP-Alcyne. Cela vient confirmer 
l'hypothèse émise en prérogative et nous indique que, malgré l'absence de 
symptômes en réexposition, il pourrait avoir présence d'adduit protéique. 
En somme, nos résultats indiquent qu'il est possible d'utiliser le NVP-Alcyne pour 
des études in vitro, mais aussi in vivo. 
Partie 3 : Essai cellulaire in vitro 
Les essais de prolifération et viabilité cellulaire sont des outils importants pour la 
recherche sur les effets secondaires induits par les médicaments. Nous avons 
cherché à confirmer les résultats obtenus précédemment par le groupe du Dr 
Jack P. Uetrech sur les neutrophiles. L'objectif secondaire était de valider sur 
quelle lignée cellulaire il pouvait être possible de reproduire ses observations 
faites précédemment (Gardner et coll., 1998 b), pour ensuite utiliser ce modèle 
pour pousser plus loin la compréhension du mécanisme par des analyses de 
prolifération. 
Les neutrophiles sont des cellules qui sont destinées à mourir par apoptose. Ces 
cellules circulantes ont une durée de vie de 8 à 20 heures (Payne et coll., 1994). 
Nos résultats confirment que certains composés antipsychotiques comme la 
clozapine et l'olanzapine peuvent accélérer le processus de mort programmé 
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(Gardner et coll., 1998 b ; Williams et coll., 2000), alors que d'autres ayant une 
structure semblable, comme la loxapine et l'amoxapine, n'ont qu'un impact 
minime sur l'apoptose. Par ailleurs, étant donné qu'aucun lavage et aucun 
traitement avec une ribonuciéase n'ont été effectués avant l'analyse, il est 
possible que nous ayons obtenu de faux positifs (Rieger et coll., 2010). Par 
contre, puisque tous les essais ont été effectués en duplicata, sur plusieurs 
semaines différentes et des neutrophiles provenant de patients différents, 
l'impact des faux positifs sur les résultats a été considéré comme étant 
négligeable. 
Ces observations viennent confirmer l'hypothèse selon laquelle, pour induire la 
mort cellulaire, la modification chimique sur l'azote est importante. La formation 
d'un ion nitronium sur la clozapine, pourrait permettre au composé de soit se lier 
à des molécules de surface cellulaire ou d'entrer dans les cellules pour activer la 
voie apoptotique (Williams et coll., 1997 ; Williams et coll., 2000). Cette 
hypothèse qui laisse à supposer que la loxapine et l'amoxapine ne pourraient ni 
entrer dans les cellules, ni modifier les molécules de surfaces. 
Pourtant, bien que l'analogue SDZ-105-402 (figure 1.1.3), ne puisse être 
transformé en ion nitronium, il semble se faire métaboliser par les cellules et avoir 
conservé la capacité à induire la mort cellulaire, mais à des concentrations 
beaucoup plus fortes de médicaments, en présence ou en absence d'un système 
d'activation. Ce qui pourrait laisser supposer que l'induction de l'apoptose 
pourrait passer par un processus différent que celui observé chez la clozapine 
( Williams et coll., 2000 ; Gardner et coll., 1998a). Par ailleurs, nous avons obtenu 
des résultats semblables à ceux obtenus pour le SDZ-105-402 avec la loxapine 
et l'amoxapine. Il serait ainsi possible que le processus par lequel l'apoptose est 
induite soit le même ( Williams et coll., 2000). 
Ainsi, si l'on compare la surface occupée par les différents atomes, il s'avère que 
l'atome d'azote occupe une surface semblable à celle occupée par un atome 
d'oxygène. Par contre, cette surface est beaucoup plus petite que celle occupée 
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par un atome de soufre (Ozias et Julg, 1979). Par conséquent, on aurait pu 
supposer que les molécules contenant un oxygène (loxapine et amoxapine) se 
comporteraient davantage comme celle contenant l'azote (clozapine, 
olanzapine). Toutefois, elles se comportent davantage comme l'analogue 
SDZ-105-402, qui contient pourtant un atome beaucoup plus encombrant. Ainsi, 
même si l'oxygène est de taille semblable à l'azote, son comportement au sein 
d'une molécule est fort différent, cela s'explique probablement par l'incapacité 
pour l'oxygène d'acquérir une charge, ce qui semble être un préalable ici pour 
l'induction de la mort cellulaire. 
Par ailleurs, il aurait été souhaitable de confirmer les observations faites sur les 
neutrophiles au niveau des lignées cellulaires choisies. Deux tentatives ont été 
effectuées, sans grand succès. 
À priori, nous avons pensé qu'il serait intéressant, possiblement plus précis et 
plus économique de faire ces expériences en se servant d'une approche 
différente de celle utilisée précédemment, soit un marquage de l'ADN, permettant 
de visualiser les étapes du cycle cellulaire (Pestov et œil., 1999). Ces 
expériences se déroulent en deux étapes, d'abord en mesurant la nécrose, par 
une expérience classique à l'iodure de propidium, ensuite en suivant les 
procédures décrites en section 2.3.5, on vient marqué l'ADN et visualiser les 
étapes du cycle cellulaire par cytométrie de flux. Bien que financièrement plus 
rentables, ces expériences se sont avérées très prenantes au niveau du temps, 
vu la quantité d'échantillons à analyser et le nombre de lignées cellulaires à 
l'étude. De plus, l'analyse des résultats s'est avérée très longue, ambiguë et 
fastidieuse et il nous était impossible de comparer les résultats. 
Malheureusement, il s'est avéré illusoire de faire la corrélation entre l'apoptose et 
la nécrose, bien que l'observation d'un effet sur le cycle aurait été très éclairante. 
Nous avons donc choisi d'utiliser la même technique avec les lignées cellulaires 
que celle que nous avions utilisée précédemment avec les neutrophiles. Par 
contre, dans les deux expériences effectuées, il n'a pas été possible de 
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discriminer précisément les cellules vivantes de celles dites nécrotiques. Cela 
pourrait s'expliquer en partie par la fluorescence basale des cellules. En effet, les 
expériences en cytofluorométrie ont démontré que l'autofluorescence des cellules 
n'était pas constante et surtout pouvait varier lors de l'exposition au médicament. 
En effet, il semble que le traitement infligé aux cellules puisse avoir une influence 
sur la taille des cellules et ainsi modifier leur autofluorescence. 
Par contre, étant donné qu'il est possible que chacune des cellules puisse réagir 
différemment, on observe une scission dans la population cellulaire. Ainsi, en 
absence de marquage, le signal émis par la nouvelle population se situe dans le 
quadrant supérieur gauche, exactement au même endroit que celui émis par un 
marquage unique à l'iodure de propidium par l'autre portion de la population. 
Ainsi, même en déplaçant les quadrants pour contourner le phénomène, 
l'évaluation de l'effet sur l'apoptose ne peut être évaluée avec justesse. La mort 
cellulaire étant soit sous-évaluée ou surévaluée à toutes les concentrations de 
drogue. Par contre, on ne peut exclure la possibilité qu'une population de cellules 
vieillissantes et possiblement non uniforme puisse nous donner des résultats 
comparatifs. De plus, étant donné qu'aucun traitement avec une ribonucléase n'a 
été effectué sur les cellules, on ne peut exclure la possibilité d'un marquage 
erroné au propidium iodide (Rieger et coll., 2010), pour contourner cela, un 
traitement avec une ribonucléase, combiné avec des lavages des cellules afin 
d'éliminer l'excédent de propidium iodide et d'annexin V seraient souhaitables. 
Par ailleurs, la présence de DMSO résiduel dans le milieu, pourrait aussi avoir 
initiée une différenciation cellulaire de la lignée HL60 et modifiée sa signature 
cytofluorométrique (Gallagher et coll., 1979). Par contre, il est surprenant de 
constater que les mêmes observations ont été faites chez les deux lignées 
cellulaires testées en cytofluorométrie de flux. 
D'un autre point de vue, il est aussi possible que la congélation a induit des 
dommages aux cellules, ce qui rend la population non uniforme, étant donné la 
proportion de cellules endommagées présentes dans le milieu de culture. En 
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effet, les deux lignées testées ont été congelées dans un volume de tampon 
contenant du DMSO, mais le passage cryogénique s'est fait de manière plutôt 
abrupte, par une immersion des tubes contenant les cellules directement dans 
l'azote liquide. Tandis qu'habituellement, ce passage doit se dérouler plus 
progressivement. Il est envisageable que le DMSO n'ait pas eu le temps d'entrer 
dans les cellules et remplir son rôle protecteur. Ainsi, un nombre inconnu de 
cellules sont probablement mortes, par contre, il est aussi possible que certaines 
aient pu subir des dommages, mais soit encore à même de se reproduire et 
exprime maintenant un patron de cytofluorométrique différent. 
Ainsi, pour analyser avec confiance la nécrose et l'apoptose sur les lignées 
cellulaires utilisées, il serait nécessaire de considérer d'autres tests qui pourraient 
permettre une meilleure analyse de la mort cellulaire des différentes lignées. 
Ainsi, pour analyser l'apoptose, un essai colorimétrique des caspase-3 serait bien 
adapté (Beyaert et coll., 1997 ; Hui et coll., 2011). Pour les essais sur la nécrose, 
des dosages enzymatiques de type ELISA, sont aussi disponibles pour 
l'isomérase peptidylprolyl A (CYPA) et les protéines à fortes motilités (HMGB1), 
par contre il n'est pas certain que ces méthodes seront mieux adaptées aux 
types cellulaires étudiés (Kepp et œil., 2011 ). 
Dans un autre ordre d'idée, mais en conservant le même objectif, nous avons 
cherché à valider un modèle, mais en contournant la cytofluorométrie de flux, par 
l'utilisation du WST-1 dans des essais de prolifération. Ce réactif utilise le 
colorant formazan, un dérivé du sel de tetrazolium qui est soluble dans l'eau. Il 
permet de mesurer le niveau de prolifération cellulaire par la quantification de 
l'activité enzymatique de la succinate-tetrazolium réductase, une enzyme 
mitochondriale (Cory et coll., 1991 ; Rœhm et coll., 1991 ; Vistica et coll., 1991). 
Nos résultats tendent à confirmer les observations faites par cytofluorométrie de 
flux chez les neutrophiles. De plus, ils permettent d'établir que la lignée cellulaire 
PLB est une lignée moins résistante à la majorité des médicaments testés, 
exception faite de l'olanzapine. Cela pourrait s'expliquer en partie par le fait que 
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c'est une lignée cellulaire capable de réagir à la fois comme un monocyte, mais 
aussi comme un granulocyte, elle pourrait donc plus être sensible que la lignée 
jurkat, mais comme elle est moins mature que la lignée HL60, elle est peut-être 
plus rapide à réagir (Tucker et coll., 1987). 
Par ailleurs, nos résultats indiquent que la lignée cellulaire jurkat est la lignée 
cellulaire testée la plus résistante aux médicaments étudiés. Cela pourrait 
s'expliquer en partie par le fait que contrairement aux deux autres lignées 
cellulaires testées, cette dernière est une lignée cellulaire de lymphocyte T, ce qui 
la rend possiblement plus résistante à l'apoptose. 
Ainsi, puisqu'elle réagit de façon intermédiaire dans les conditions 
d'expérimentation utilisées, la lignée cellulaire HL60 représenterait un modèle 
adéquat pour l'étude de l'agranulocytose induit spécifiquement par ses 
médicaments. Par ailleurs, bien que la carbamazépine puisse provoquer 
l'agranulocytose chez les patients il ne nous a pas été possible d'établir les 
conditions d'activations nécessaires in vitro pour observer ce phénomène. Ainsi, 
dans le cadre de nos études, ce médicament avait un rôle de contrôle négatif. 
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Partie 1 : Acide Tienilique 
Malheureusement, la méthode choisie pour identifier spécifiquement la protéine 
modifiée n'a pas permis de faire une identification juste. En effet, des 
expériences faites avec une protéine contrôle ont démontré qu'il est difficile de 
briser le lien entre la streptavidin et la biotine et qu'une portion de l'échantillon 
pourrait alors être perdu. Le tout, combiné à la faible proportion de protéines 
modifiées, a rendu impossible l'identification. 
Par ailleurs, si l'expérience était à refaire, je concentrerais mes efforts pour 
récupérer les protéines modifiées par colonne d'affinité, immédiatement après 
l'incubation avec le médicament et avant d'en faire la digestion avec la trypsine. 
Qui plus est, des lavages supplémentaires, combinés à l'utilisation d'une biotine 
clivable augmenteraient potentiellement la qualité et la quantité de protéines 
récupérées, mais surtout, diminuerait le bruit de fond observé lors des analyses 
nLC-MS/MS, ce qui permettrait possiblement une identification plus juste. En 
effet, les conditions dénaturantes utilisées pour libérer les protéines modifiées 
semblent libérer des composantes des billes qui contribueraient au bruit de fond 
observé, sans pour autant être identifiable. Cette hypothèse reste par contre à 
être prouvée. 
Par ailleurs, la biotine clivable n'est toujours pas disponible commercialement 
pour les liaisons entre la biotine et un acide carboxylique. Pour être en mesure 
d'utiliser ce principe, il faudrait modifier chimiquement soit la biotine clivable ou 
l'acide tiénilique. Par exemple, en transformant l'acide carboxylique en chlorure 
d'acyle, il serait possible d'insérer une aminé primaire sur la molécule et de lier 
cette dernière une biotine clivable. 
De plus, les migrations sur gel semblent indiquer que puisque la quantité de 
protéines modifiées est faible, il serait logique d'utiliser une technique de 
purification modifiée. Comme mentionner précédemment, la dissociation de la 
résine est difficile, le problème pourrait être contourné par la digestion trypsique 
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des protéines récupérées alors qu'elles sont encore sur la résine, permettant 
ainsi d'éviter d'utiliser un gel pour séparer les protéines récupérées. Par la suite, 
il serait possible d'identifier un maximum de protéines par une séparation en 
deux dimensions en utilisant à la fois une colonne échangeuse d'ion couplée en 
série avec une colonne de C18. Qui plus est, l'utilisation d'une biotine clivable 
augmenterait grandement la quantité de protéines récupérées, mais surtout, 
diminuerait le bruit de fond obtenu lors du clivage par dénaturation ce qui 
permettrait possiblement une identification plus juste. 
Si une identification est alors possible, une seconde incubation suivie 
immédiatement par une digestion pourrait permettre de récupérer par affinité 
uniquement les peptides modifiés. Pour cette étape, l'utilisation d'une biotine 
clivable demeure la technique à privilégier étant donné que quantité de matériel 
obtenu sera probablement faible. Une identification juste, permettrait d'identifier 
spécifiquement sur quel(s) peptide(s) la modification a lieu et confirmerait 
probablement la protéine identifiée précédemment. 
Partie 2 : Névirapine 
Mes travaux ont permis la synthèse de la névirapine-alcyne, un analogue de la 
névirapine, qui possède une fonction alcyne terminale, permettant sa 
récupération via l'utilisation de la « click chemistry ». Outre cela, une incubation 
in vitro des deux composés avec le glutathion permet la récupération de 
métabolites réactifs pour la NVP et le NVP-Alcyne. Cela laisse supposer que les 
modifications enzymatiques faites par les microsomes pourraient être les mêmes 
pour les deux molécules et passeraient possiblement par les mêmes étapes. 
De plus, les essais in vivo ont démontré que le NVP-Alcyne, tout comme le 
médicament parent, est en mesure d'induire des réactions adverses, et ce, lors 
de la première exposition au composé. En seconde exposition, il n'a été possible 
d'obtenir les symptômes que lorsque le composé a été administré à des rats 
préalablement exposés à la névirapine. 
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D'autre part, l'analyse des métabolites urinaires a démontré que la fonction 
alcyne de l'analogue pourrait subir une forme de métabolisme et diminuer la 
biodisponibilité ou l'abondance relative du métabolite réactif nécessaire à 
l'apparition de la réaction adverse. Ainsi, pour éviter le développement d'une 
forme de tolérance au composé, il serait important d'en donner une quantité plus 
importante de composés au rat dès le début du traitement. Par contre, puisque le 
traitement altère la saveur de la nourriture, les rats ont tendance à jeûner plutôt 
que de manger dans les premiers jours de traitement, puis à ne manger qu'une 
quantité minimale de nourriture, du moins, lorsqu'ils sont soumis à une dose trois 
fois plus forte. Par conséquent, il pourrait être nécessaire d'envisager de gaver 
les rats, pour s'assurer que la dose reçue quotidiennement soit celle souhaitée. 
En outre, il y a présence d'une masse laissant supposer une hydratation de la 
fonction alcyne. En revanche, l'analyse des métabolites urinaires démontre aussi 
que ceux présents chez un rat traité avec le NVP-Alcyne sont les équivalents de 
ceux qui seraient présents si ce rat avait été traité à la NVP. Notre laboratoire 
purifie actuellement les différents métabolites présents dans l'urine et on espère 
être en mesure d'obtenir une quantité suffisante de chacun pour être en mesure 
d'effectuer une analyse RMN et élucider la structure des différents métabolites 
présents nos échantillons. 
Par ailleurs, l'analyse des protéines présentes dans la peau des rats traités au 
NVP-Alcyne révèle la présence de protéines modifiées. Bien que les bandes 
observées sur le gel soient de faibles intensités. Mais, considérant que la 
quantité de peau utilisée pour l'expérience peut être augmentée, cela laisse bon 
espoir pour l'avenir quant à la possibilité d'identifier les cibles protéiques de la 
névirapine-alcyne et selon toute vraisemblance, de la névirapine. 
De plus, une série d'expériences avec l'utilisation de kératinocyte en culture a 
aussi démontré la présence de protéines modifiées par le NVP-Alcyne. Ainsi, il 
s'avérera possible d'obtenir une grande quantité de matériel, en minimisant 
l'utilisation animale et ainsi maximiser les chances d'identifier la cible. 
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Conséquemment, l'ensemble mes travaux sur la NVP ont permis de démontrer 
qu'il est potentiellement possible d'utiliser le NVP-Alcyne dans l'étude des 
réactions adverses induites par la névirapine. Qui plus est, le composé 
développé est utilisable à la fois pour les études in vitro, mais aussi pour des 
études in vivo. 
Partie 3 : Essai cellulaire in vitro 
En ce qui concerne les essais cellulaires, nos résultats confirment ce qui a été 
publié précédemment sur les neutrophiles. En outre, il semble important de 
former l'ion nitronium pour provoquer la mort cellulaire. En effet, en utilisant des 
médicaments ayant des structures chimiques similaires, mais aucun azote 
susceptible de former un ion nitronium, nous avons confirmé le rôle clé de cet ion 
dans l'agranulocytose dose dépendant des neutrophiles. 
De plus, étant donné que l'amoxapine et la loxapine ne semblent déclencher 
l'agranulocytose qu'à des concentrations plus fortes de médicament il semble 
possible que le processus par lequel la mort cellulaire est induite puisse être 
différent. Il serait par ailleurs intéressant de comparer les cartes de l'expression 
protéique des différents traitements par une migration sur gel d'acrylamide. Par la 
suite, si des différences sont observées, d'utiliser un système de marquage 
isotopique, par exemple une digestion trypsique dans de l'eau contenant de 
l'oxygène 18, ce qui permettrait peut-être l'identification des protéines impliquées 
dans cette réaction de danger. 
Les aboutissants de mes études sur les lignées stables laissent présager que la 
lignée HL60 serait la lignée cellulaire de prédilection pour l'étude de 
l'agranulocytose. En effet, puisqu'elle démontre une résistance intermédiaire aux 
différents médicaments testés, elle devrait permettre l'obtention de résultats 
reproductibles. Par contre, cette lignée cellulaire est assez difficile à maintenir en 
culture, elle tolère assez mal d'être à confluence et forme à ce moment des 
agrégats qui viendront par la suite faussé les résultats. Il s'avère essentiel que 
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l'expérimentateur soit rigoureux et maintienne les cellules en deçà de 106 
cellules/mL en tout temps, afin qu'à la journée de l'expérimentation cela soit 
possible sans la formation d'agrégats. 
Par ailleurs, il serait intéressant d'analyser la variation dans le contenu protéique 
tant au niveau des cellules lors de l'expérimentation que du milieu de culture. 
Cette dernière analyse permettrait peut-être d'identifier des messagers 
susceptibles d'agir comme des signaux de danger et aiderait à la compréhension 
du phénomène de l'agranulocytose induit par les drogues. 
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Annexes 1 
Tableau résumé des différentes tentatives d'identification des protéines 
modifiées par l'acide tiénilique 
HTT." 
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Protéine identifiée 
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Protéine identifiée 
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l 
A 
Growth arrest-specific 
protein 8 
4 36 
6-phosphogluconate 
déhydrogénase 
1 21 
Protéine ajuba 4 21 
protéine ribosomale 60S 
L18 3 33 
B 
Sarcolipin 1 19 aucun peptide candidat 
retenu 
Thymosin beta-10 
1 18 
Metallothionein-2 
1 17 
C 
78 kDa glucose-regulated 
protein 
1 31 
aucun peptide candidat 
retenu 
Importin subunit alpha-6 1 0 
lnterleukin-18 1 0 
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Épfe 
UDP-
glucuronosyltransferase 
2B2 
2 32 
Phosphoribosyl 
pyrophosphate synthase-
associated protein 2 
1 5 
D ATP synthase subunit 
beta, mitochondrial 2 25 
Protein disulfide-
isomerase A3 1 24 
LisH domain-containing 
protein ARMC9 1 22 
Époxyde hydrolase 1 1 12 
E 
Striated muscle-specific 
serine/threonine-protein 
kinase 
1 22 
A.D.N. topoisomerase 2-
aipha 1 7 
Carbohydrate 
sulfotransferase 3 1 6 
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Annexes 2 
Tableau résumé des essais d'inhibition des différents acides aminés testé 
contre 150mg/kg/jour de NVP 
- •r- fj 
Lysine 
2 équivalents sous-cutanée 
5 équivalents peros 
10 équivalents per os 
20 équivalents peros 
N-Acétyl Cystéine 10 équivalents per os 
Les animaux ont reçu 150mg/kg/jour de NVP mélangée à leur nourriture ainsi 
qu'un des composés mentionnés dans le tableau précédent. La couleur de la 
peau et la présence de plaies ont été notées quotidiennement. Les observations 
faites in vitro nous indiquaient qu'il est possible de capter les métabolites réactifs 
(Klarskov et coll., 2009). L'objectif de l'expérience était de retarder l'apparition 
des symptômes en administrant un acide aminé pouvant se lier aux métabolites. 
Divers composés et diverses voies d'administration ont été utilisés, aucune 
modification du temps d'apparition des symptômes n'a été observée. 
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Annexes 3 
Analyse n-LCMS de l'incubation microsomale avec la NVP et le GSH(CH3)2 
34» 
600 12 lOOi 1001 
606 15 
300 SOO 700 400 900 740 T T 
TOFMSES* 
À V 
Tint 2000 
A) Analyse Nano-LCMS de l'incubation microsomale de rat Sprague Dowley avec 
la NVP et le bis méthyle ester de GSH, B) Ion sélectionné du 
chromatogramme correspondant à un adduit entre le NVP et GSH bis méthylé 
(m/z 600), L'insertion montre le spectre correspondantes 
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Annexes 4 
Différents métabolites retrouvés dans le sang de la rate traitée avec 150mg/ 
kg/]our de NVP-Alcyne durant 5 jours 
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Chromatogrammes obtenus par nLC-MS, montrant les différents métabolites 
retrouvés dans le sang de la rate traitée avec 150mg/kg/jour de NVP-Alcyne 
durant 5 jours 
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Spectre formé par la combinaison de tous spectres obtenus par l'analyse nLC-
MS, montrant les différents métabolites retrouvés dans le sang de la rate traitée 
avec 150mg/kg/jour de NVP-Alcyne durant 5 jours 
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Annexes 5 
Analyse des différents spectres MSMS des métabolltes présents dans 
l'urine de la rate traitée avec 150mg/kg/)our de NVP durant 30 Jours 
Spectre MS/MS de l'ion 283 (2-OH-NVP) provenant de la fraction 9 du CHPL 
dd13-10-09a3 21 (1 089) Cm (17 39) TOF MSMS 283 00ES+ 
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Spectre MS/MS de l'ion 283 (120H-NVP) provenant de la fraction 11 du CHPL 
dd13-10-09a731 (1610) Cm (5 31) TOF MSMS 283 OOES+ 
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Spectre MS/MS de l'Ion 283 (30H-NVP) provenant de la fraction 13 du CHPL 
dd13-10-09a10 18 (0 934) Cm (14 61) TOF MSMS 283 00ES+ 
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Spectre MS/MS de l'Ion 283 (80H-NVP) provenant de la fraction 14 du CHPL 
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Spectre MS/MS de l'Ion 267 (NVP) provenant de la fraction 15 du CHPL 
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Annexes 6 
Analyse des différents spectres MSMS des métabolttes présents dans 
l'urine de la rate traitée avec 150mg/kg/)our de NVP-Alcyne durant 30 jours 
Spectre MS/MS de l'Ion 281 provenant de la fraction 2 du CHPL 
dd21-10-09a10 34 (2.151) Cm (1348) TOF MSMS 281 OOES+ 
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Spectre MS/MS de l'Ion 299 provenant de la fraction 12 du CHPL 
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Spectre MS/MS de l'Ion 283 provenant de la fraction 13 du CHPL 
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Spectre MS/MS de l'Ion 299 provenant de la fraction 13 du CHPL 
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Spectre MS/MS de l'Ion 281 provenant de la fraction 15 du CHPL 
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Spectre MS/MS de l'ion 299 provenant de la fraction 15 du CHPL 
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Spectre MS/MS de l'Ion 283 provenant de la fraction 16 du CHPL 
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Spectre MS/MS de l'Ion 299 provenant de la fraction 16 du CHPL 
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Spectre MS/MS de l'Ion 281 provenant de la fraction 18 du CHPL 
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Résultats « Click Chemlstry » sur la peau des rats traités 
Révélation Rhodamine 
• r -VF"* 
Révélation Biotine 
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V V 4 V V  
4 3 5 1 2 
1 : Contrite négatif. Protéines non traitées 
2 : Contrâte négatif. Rrotéines traitées à la Névirapine 
3 : Echantillon d'intérêt Protéines traitées à la Névirapine-Alcyne. 500 jiM 
Rhodamme-N3 
4 : Echantillon d'intérêt. Protéines traitées à la Névirapine-Alcyne. 1 mM 
Rhodamine-N3 
5 : Echantillon d'intérêt. Protéines traitées à la Névirapine-Alcyne. 1 mM 
Rhodamine-N3 
Le film photographique a été exposé 1S minutes 
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